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„Neue DNA-Biosensoren mit direkter elektrochemischer Detektion auf der Basis von Metall-
PNA-Konjugaten“ 
 
Gutachter: Prof. Dr. Nils Metzler-Nolte 
  Prof. Dr. Andres Jäschke 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung neuartiger Biosensoren für die 
DNA-Analytik auf der Basis von Konjugaten aus Peptid-Nukleinsäuren (PNA) mit kovalent 
gebundenen Metallocenen (Ferrocen und Cobaltocenium) beschrieben. Kommerziell 
erhältliche DNA-Arrays sind hinsichtlich der Erkennung von Punktmutationen in den Targets 
limitiert, da DNA-Oligomere als Sonden über keine ausreichend hohe Spezifität verfügen. 
PNA-Oligomere hingegen hybridisieren mit komplementären DNA-Sequenzen via Watson-
Crick-Basenpaarung, jedoch zeigen die Duplizes eine erhöhte Schmelztemperatur und 
zugleich eine gesteigerte Empfindlichkeit gegenüber Fehlstellen im Vergleich zu DNA•DNA-
Hybriden.  
Die kovalent an die PNA gebundenen Metallocene gestatten eine elektrochemische Detektion 
der erfolgten Hybridisierung mittels Square-Wave-Voltammetrie (SWV) und 
Cyclovoltammetrie (CV). Es wurden neuartige Konjugate aus elektrochemisch aktiven 
Metallverbindungen und Peptidnukleinsäuren (PNA) synthetisiert und charakterisiert. Ferner 
wurde das Hybridisierungsverhalten mit voll-komplementärer sowie mit Fehlstellen-haltiger 
DNA mittels UV-Schmelzexperimenten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine 
intern gelegene Fehlstelle einen weitaus größeren Destabilisierungseffekt mit sich bringt als 
eine terminal liegende. Ferner wurde anhand dieser Experimente das 
Hybridisierungsverhalten auf Oberflächen immobilisierter Hybride im Vorfeld geprüft und 
die Temperaturbedingungen für die elektrochemischen Messungen optimiert. Im weiteren 
Verlauf der Arbeit wurden die PNA-Metall-Oligomere als Einzelstränge sowie als 
PNA•DNA-Hybride via SH-Gruppen auf die Oberfläche eigens präparierter Gold-
Mikroelektroden aufgebracht. Die Oberfläche und Zusammensetzung dieser so genannten 
„self-assembled monolayers“ (SAMs) wurde mit Hilfe der Ellipsometrie und der Röntgen-
Photo-Elektronenspektroskopie charakterisiert. Die immobilisierten Metall-PNA-
Einzelstränge wurden mit voll-komplementärer und Fehlstellen-haltiger DNA 
zusammengebracht und die Hybridisierung mit SWV sowie mit elektrochemischer 
Impedanzspektroskopie (EIS) verfolgt. Im Sinne einer Array-Technik konnte mit Metall-PNA 
als Sonde auf elektrochemischem Wege zwischen voll-komplementärem und Fehlstellen-
haltigem DNA-Target unterschieden werden. 
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“A New Class of DNA-Biosensors with Direct Electrochemical Detection Based on Metal-
PNA Conjugates” 
 
Referees: Prof. Dr. Nils Metzler-Nolte 
  Prof. Dr. Andres Jäschke 
 
In this thesis, the development of a new type of DNA-biosensor based on metallocene-PNA 
(peptide nucleic acid) conjugates is described. 
Probes of DNA oligomers are lacking specificity towards point mutations. In contrast to that, 
PNA oligomers hybridize with complementary DNA sequences via Watson-Crick base-
pairing, but the hybrids show clearly higher melting temperatures (Tm) and at the same time 
an increase of mismatch sensitivity. The conjugation of metallocenes to PNA thus should 
allow the electrochemical detection of the target and discrimination towards mismatched 
sequences.  
In the course of this thesis, the synthesis and characterization of new conjugates of PNA with 
ferrocene and cobaltocene, respectively, was established. The oligomers were hybridized with 
complementary and mismatched DNA sequences in order to examine the destabilizing effects 
of DNA mismatches, represented by the melting temperature, Tm. The experiments revealed 
the presence of an internal mismatch in DNA being much more destabilizing than an N-
terminal one. Furthermore, the conditions for the experiments on the gold surface were 
optimized. 
Single stranded metal-PNA conjugates and PNA•DNA hybrids were immobilized on gold-
microelectrodes via Au-S-linkage forming self-assembled monolayers (SAMs). Ellipsometry 
and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) were used to examine the composition of the 
surface and the interaction between the molecules. The hybridization of target sequences to 
immobilized, single stranded PNA oligomers was surveyed by electrochemical impedance 
spectroscopy (EIS), square wave voltammetry (SWV) and cyclic voltammetry (CV).  
In the sense of an array technology, probes of metallocene-PNA were proven to be capable of 
distinguishing between fully complementary and mismatched DNA target sequences. 
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1 Einleitung 
1.1 DNA-Microarrays 
Die Gesamtheit der Gene im lebenden Organismus stellt ein komplexes System dar, 
dessen Entschlüsselung eine der zentralen Herausforderungen der modernen Biotechno-
logie darstellt. Mit Hilfe traditioneller Methoden war man bislang lediglich in der Lage, 
ein eher begrenztes Bild der genetischen Funktionen zu erhalten, weil meist nur winzige 
Sequenzen pro Experiment entschlüsselt werden konnten. In den letzten Jahren jedoch 
haben so genannte DNA-Microarrays ein großes Interesse auf sich gezogen, weil sie 
über einen enorm hohen Durchsatz in der simultanen Detektion von Genen verfügen. 
Zum ersten Mal war es möglich, eine genauere Einsicht in die komplizierten Interaktio-
nen zwischen Genen im menschlichen Genom zu erlangen sowie die Herauf- und He-
runterregulation in Genen zu beobachten.1 Anwendungen von Arrays finden sich neben 
der Sequenzierung von Genen vor allem in der Erforschung von durch Deletion oder 
Mutation im Genom bedingten Krankheiten, aber auch durch Einwirkung von mutierten 
Viren und resistenten Bakterien, in der Erforschung von Wirkungen, die toxische Stoffe 
auf das genetische Material haben (Toxicogenomics)2, 3 sowie in der Erforschung von 
Arzneimitteln (Pharmacogenomics).4 Die Terminologie hat sich auf Begriffe wie Bio-
chip, DNA-Chip, Genom-Chip oder Gen-Array ausgeweitet. Die Firma Affymetrix5 
besitzt den eingetragenen Markennamen GeneChip®.  
Der Ausdruck „Chip“ ist eigentlich irreführend, da hier nicht ein Halbleiter-Chip aus 
der Elektronik gemeint ist. Jedoch ist ein Wortvergleich durchaus sinnvoll, da es sich 
bei einem DNA-Chip ähnlich eines Computer-Chips um eine winzige Einheit mit einem 
hohen Informationsgehalt handelt. 
Microarrays werden ausführlich in der Literatur beschrieben: es existieren mehrere Bü-
cher6-8 und unzählige Übersichtsartikel.9-16 
Die Basen-Paarung nach Watson und Crick (A•T und G•C für DNA sowie A•U und 
G•C für RNA)17 ist das Schlüssel-Prinzip des DNA-Microarrays. Ein Microarray be-
steht im Wesentlichen aus einer Trägerfläche, welche bis zu tausend Sondenorte (so 
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genannte „Spots“) enthält. Auf jedem Spot sind DNA-Oligomere bekannter Sequenz 
verankert, welche in ihrer Gesamtheit als DNA-Sonde bezeichnet werden. Je mehr Son-
denorte auf dem Array vorhanden sind, desto höher ist der Informationsgehalt und desto 
wirksamer ist das bioanalytische Hilfsmittel. Als DNA-Sonden kann man entweder bio-
logisch durch reverse Transkription erhaltene cDNA (500-5000 Basen)18-20 oder aber in 
Synthesizern hergestellte DNA-Oligomere (20-60 Basen)21 verwenden. Letztere können 
auch in situ auf der Array-Oberfläche synthetisiert werden.22 Als Beispiel hierfür gilt 
das photolithographische Verfahren der Firma Affymetrix (siehe unten). 
Während die Sequenz bei kurzen Oligonukleotid-Sonden bekannt ist, ist die der cDNA-
Sonden meistens unbekannt und dient der Transkriptionsanalyse. Ziel ist es, eine Aus-
sage zu treffen, um welches Verhältnis ein bestimmtes Gen bei der vergleichenden Be-
trachtung zweier Zustände (entsprechend zwei cDNAs) herauf- oder herunterreguliert 
ist. 
Folgende Oberflächenmaterialien werden in der Arraytechnologie verwendet: 
 
• Glas 
• SiO2-beschichtete Siliciumwafer 
• Gold 
• Platin 
• Polymer-Membranen 
 
Zur Immobilisierung müssen DNA-Sonde und Arrayoberfläche abhängig vom verwen-
deten Arraymaterial modifiziert werden: 
Glasträger oder SiO2-beschichtete Siliciumwafer werden zunächst mit Aminopro-
pyltriethoxysilan oder Glycidoxypropyltrimethoxysilan silanisiert und dann z.B. mit 
Phenylendiisocyanat behandelt, um schließlich 5’-Aminooligonukleotide zu binden.23 
Weiterhin lassen sich die Sonden über Succinimid-Ester bzw. Maleinimid-Aktivierung 
auf der silanisierten Arrayoberfläche binden.24-26 
Bei Gold als Oberflächenmaterial macht man sich die Fähigkeit von Thiol-Ketten zur 
Selbstorganisation auf Gold (SAM = self-assembled monolayer) zu Nutze. Thiol-
modifizierte Sonden-DNA kann entweder direkt oder über Prädefinierung27, 28 auf der 
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Goldoberfläche immobilisiert werden. Ersteres bringt die Problematik der unspezifi-
schen Adsorption von Aminogruppen der Nukleobasen auf Gold mit sich.29-31 
Die Firma Affymetrix nutzt das Verfahren der Photolithographie für die Herstellung 
von GeneChips®. Die Oberfläche wird dabei mit Linkermolekülen beschichtet, die 
lichtempfindliche Schutzgruppen (MeNPoc,32, 33 DMBoc,34 PyMoc35 oder NNEoc35) 
tragen. Durch Bestrahlen in einem durch Schablonen festgelegten Muster werden be-
stimmte Bereiche entschützt und an monomere Einheiten gekoppelt, die wiederum pho-
tolabile Schutzgruppen tragen. Dieser Vorgang wird wiederholt, um an verschiedenen 
Stellen unterschiedliche Sequenzen der Sonde aufzubauen. Eine weitere Methode zur 
lichtgesteuerten DNA-Synthese stellt die Verwendung von Halbleiterphotolack dar, der 
über die erste Schicht von Linker-Molekülen aufgetragen und nach dem oben erwähnten 
Schablonenmuster an den verschiedenen Synthese-Spots entfernt wird.36 
Bei der Immobilisierung der DNA-Sonden ist die Auswahl eines geeigneten Linker-
Systems von entscheidender Bedeutung, um den nötigen Abstand zwischen der Ober-
fläche und dem zur Hybridisierung genutzten Oligonukleotid-Abschnitt zu schaffen. 
Die Größe eines Spots beträgt typischerweise weniger als 200µm2.  
Die DNA-Sonden werden dann mit so genannter Target-DNA, welche mit einem De-
tektions-Label konjugiert ist, in Kontakt gebracht, wobei komplementäre Sequenzen 
hybridisieren (Abb. 1.1). Die nicht-hybridisierten Sequenzen der Target-DNA werden 
anschließend durch Spülen des Microarrays entfernt. Hierbei sollte man im Auge behal-
ten, dass auch nicht-komplementäre Stränge durchaus hybridisieren können, was zu 
einer Fehlinterpretation führen kann. 
 
Abb. 1.1: Funktionsprinzip eines DNA-Microarrays 
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In den meisten Fällen handelt es sich bei dem Detektions-Label um Fluorescein oder 
Cyaninfarbstoffe. Nach erfolgter Hybridisierung kann das erhaltene Hybridisierungs-
muster mit einem Fluoreszenz-Scanner abgelesen werden. In die anschließende Inter-
pretation muss in jedem Fall eine bestimmte Fehlerquote mit eingerechnet werden, die 
sich u.a. aus der unspezifischen Hybridisierung von nicht komplementären Strängen 
ergibt. Eine Alternative zur Fluoreszenzdetektion stellt die Messung der Ober-
flächenplasmonresonanz dar, womit jeder Herstellungsschritt bei der Immobilisierung 
der Sonde sowie die Hybridisierung mit dem Target durch Messung der Filmdicke ver-
folgt werden kann28, 37 (Kapitel 1.3). Auch eine elektrochemische Detektion verbreitet 
sich zunehmend.38, 39 
Eine Erhöhung der Präzision in der Detektion von Genen stellt eine große Herausforde-
rung für die nächsten Jahre dar. Dabei ist es wichtig, sowohl Spezifität als auch Sensiti-
vität zu erhöhen bzw. den Anteil an falschpositiven oder falschnegativen Ergebnissen 
zu reduzieren.  
Dazu sind die Auswahl der Sonde sowie die Art der Detektion von entscheidender Be-
deutung.  
Im Jahre 1996 wurde erstmals Peptidnukleinsäure (PNA) anstatt von DNA als Sonde in 
der Biosensor-Technik verwendet.40, 41 Die Eigenschaften von PNA und ihre möglichen 
Vorteile gegenüber DNA sollen im nächsten Kapitel dargestellt werden. 
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1.2 DNA und PNA 
 
Um zu verstehen, inwiefern PNA ein nützliches Werkzeug zum Ersatz von DNA-
Sonden darstellen kann, soll im Folgenden auf Gemeinsamkeiten aber auch auf Unter-
schiede von DNA und PNA eingegangen, und die sich daraus ergebenen Vorteile her-
ausgestellt werden. 
 
1.2.1 Desoxyribonukleinsäure (DNA) 
 
Die Desoxyribonukleinsäure stellt bei Prokaroyten, Eukaryoten sowie bei DNA-Viren 
das genetische Material dar; die Sequenz der Nukleobasen bestimmt die genetische In-
formation. Zum einen muß sich die DNA mit Hilfe von Enzymen bei der Zellteilung 
reduplizieren, um die Erbanlagen an die nächste Zelle weitergeben zu können (autokata-
lytische Funktion). Zum anderen muß die genetische Information durch Übersetzung 
der Nukleotidsequenz in Proteine in die Merkmalsausbildung umgesetzt werden (hete-
rokatalytische Funktion). Dies geschieht in den Vorgängen der Proteinbiosynthese, die 
sich aus zwei wichtigen Schritten zusammensetzt: 
a) Der Transkription, bei der die DNA-Information zunächst im Zellkern in 
hnRNA überschrieben wird. Diese enthält dann die gesamte Information von 
codierenden Sequenzen (Exons) und nicht-codierenden Sequenzen (Introns). Im 
zweiten Teil der Transkription wird die hnRNA durch enzymatische Reaktion 
von den Introns befreit und dann in mRNA übersetzt. 
b) Der Translation, bei der die mRNA-Informationen im Cytosol in die Aminosäu-
resequenz eines Proteins übersetzt werden. Dieses geschieht an Ribosomen mit 
Hilfe der tRNA, wobei ein Basen-Triplett eine Aminosäure codiert (Abb. 1.2). 
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Abb. 1.2: Momentaufnahme der Translation am Ribosom 
 
Die DNA besteht aus zwei antiparallelen Strängen, welche eine rechtsgedrehte Doppel-
helix bilden.17, 42 Die Stränge bestehen aus aneinander gereihten Nukleotiden, welche 
sich aus je einer Einheit Zucker, Phosphat und der DNA-Base zusammensetzen. Bei 
dem Zucker handelt es sich im Fall von DNA um 2’-Desoxy-D-Ribose, im Fall von 
RNA um D-Ribose. Die Basen lassen sich in Purin-Basen (Adenin und Guanin) und 
Pyrimidin-Basen (Thymin und Cytosin) unterteilen. Die Nukleotide sind über Phospho-
diester-Bindungen zwischen der 5’- und der 3’- Hydroxygruppe der 2’-Desoxyribose 
verknüpft. In Bezug auf 3’-5’-Phosphatdesoxyribose-Bindungen laufen die Stränge in 
gegenläufige Richtung (3’→5’und 5’→3’), d.h. in antiparalleler Anordnung. Die Zu-
cker-Phosphat-Bindungen liegen an der Außenseite der Helix und stellen das Rückgrat 
der DNA dar; die zur Innenseite der Schraube zeigenden Nukleobasen tragen die gene-
tische Information in ihrer Sequenz. Im Doppelstrang paart Thymin mit Adenin über 
zwei und Cytosin mit Guanin über drei Wasserstoffbrückenbindungen.  
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Abb. 1.3: Struktur eines DNA-Einzelstranges 
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Abb. 1.4: Die Basen-Paarung nach Watson und Crick 
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1.2.2 Peptidnukleinsäure (PNA) 
 
Im Jahre 1991 wurde in dänischen Laboren unter der Leitung von Peter Nielsen eine 
neuartiges DNA-Analogon entwickelt, bei dem statt des Zucker-Phospat-Rückgrates ein 
peptidisches enthalten war.43-46 Diese als Peptidnukleinsäure bezeichnete Verbindung 
besteht aus dem ungeladenen Pseudopeptid N-(2-Aminoethyl)-Glycin als Rückgrat, an 
dem die DNA-Nukleobasen über Carbonyl-Linker verankert sind. 
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Abb. 1.5: DNA und PNA (B = T, A, G, C) 
 
Mit der Synthese von PNA wurde ein potentes Werkzeug geschaffen, um die DNA in 
ihrer Eigenschaft zur komplementären Basenpaarung zu imitieren und die sich ergebe-
nen Vorteile zu nutzen.47 Im Gegensatz zur DNA ist PNA in biologischer Umgebung 
stabil, d.h. daß kein Abbau durch Enzyme stattfindet.48, 49 
Hybride von PNA-Oligomeren mit komplementären DNA-Sequenzen weisen eine er-
höhte thermodynamische Stabilität auf, die sich in einem Anstieg der Schmelztempera-
tur (Tm) im Vergleich zu DNA•DNA-Duplizes ausdrückt.50 Dies ist auf das ungeladene 
Pseudopeptid-Rückgrat zurückzuführen, welches im Hybrid mit DNA-Strängen keine 
Ladungs-Abstoßung hervorruft. Bedingt durch die hohe Bindungsaffinität neigt PNA 
zur Verdrängung von DNA-Strängen aus einem DNA•DNA-Hybrid.51 Des Weiteren 
tendieren PNA-Stränge zur Tripelhelix-Bildung.52 
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Interessanterweise ist nicht nur die Stabilität von PNA•DNA-Duplizes höher, sondern 
auch die Spezifität in der Strang-Paarung. PNA-Oligomere sind in der Lage, mit höhe-
rer Empfindlichkeit an DNA und RNA zu binden, sodass eine Basenfehlstelle in 
PNA•DNA-Duplizes zu einem stärkeren Verlust an thermodynamischer Stabilität bei-
trägt, als bei entsprechenden DNA•DNA-Duplizes.53, 54 Die Bindungsaffinität ist dabei 
im Unterschied zur DNA•DNA-Paarung weitgehend unabhängig von der Salzkonzent-
ration.55 Die Bindung mit komplementären Strängen vollzieht sich sowohl in paralleler 
als auch in antiparalleler Anordnung, wobei die antiparallele Orientierung stark bevor-
zugt ist.47, 56 Dabei liegt der N-Terminus der PNA gegenüber dem 3’-Ende der DNA.  
PNA-Oligomere sind meist recht hydrophil und können somit analog zu hydrophilen 
Peptiden nur schwer in pro- oder eukaryotische Zellen aufgenommen werden, sodass 
der direkte therapeutische Nutzen begrenzt ist. Es ist deshalb notwendig, entweder die 
Porosität der Zellwand chemisch oder physikalisch zu verändern, oder ein geeignetes 
Carrier-System zu nutzen. Ersteres wurde z.B. durch Behandlung der Zellwand mit 
Streptolysin erreicht.57 Die Wahl eines geeigneten Carrier-Systems wie z.B. Liposomen 
erwies sich als schwierig, da die Einbettung der Oligomere durch Fehlen der negativen 
Ladung im Falle der PNA nur unzureichend ist. Eine Verbesserung der Effizienz hierin 
konnte z.B. durch Veresterung der PNA mit Fettsäuren erreicht werden.58  
Um eine zielgenaue Anreicherung im Zellkern zu erreichen, wurde PNA mit dem NLS-
Peptid (nuclear localization signal) konjugiert.59 
In vitro konnte man diese Versuche für folgende Strategien nutzen: 
• Antigene-Strategie: Inhibierung der Transkription durch Hybridisierung an ein 
ausgewähltes Gen60 
• Interaktion mit Enzymen 
? Stimulation der RNase H-Aktivität durch PNA/DNA-Chimären48 
? Hemmung der DNA-Polymerase61 
? Hemmung der reversen Transkriptase62, 63 
• Antisense-Strategie: Inhibierung der Translation durch Hybridisierung der PNA 
mit komplementären Strängen der mRNA64, 65 
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Eine weitere wichtige Anwendung ist die Nutzung von PNA als molekularbiologisches 
Werkzeug in folgenden Bereichen: 
• PCR-Amplifikation66-68 
• DNA-Spaltung69, 70 
• DNA-Reinigung71 
• Array-/Biosensor-Technologie 
 
Auf letztere Technologie soll im nächsten Kapitel vertieft eingegangen werden. 
 
Da das Pseudopeptid-Rückgrat eine hohe Stabilität gegenüber starken Säuren aufweist, 
konnte die Synthese der PNA-Oligomere der üblichen Festphasensynthese nach Merri-
field72 (SPPS; siehe auch Kapitel 1.4) angepasst werden. Die Synthese an der festen 
Phase mit entsprechender Schutzgruppen-Strategie gestattet eine vielfältige Modifizie-
rung und Funktionalisierung der PNA-Oligomere und gewinnt damit in zunehmendem 
Maße an Bedeutung für die Entwicklung von Diagnostika und Therapeutika. 
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1.3 PNA als Microarray-Sonde 
Die Spezifität der auf der Basis von DNA-Hybridisierung arbeitenden Biochips hängt 
zum einen von der Auswahl der Sonde ab, zum anderen jedoch auch von einem geeig-
neten Detektions-Label, welches zuverlässige Informationen über die stattfindenden 
Prozesse liefern muß. Die meisten DNA-Biosensoren beinhalten die Problematik, nicht 
spezifisch genug gegenüber einzelnen Basenfehlstellen zu diskriminieren, was dazu 
führt, dass die Detektion von Punktmutationen nicht zuverlässig stattfindet. Die Erhö-
hung der Spezifität und Sensitivität der Sonde stellt daher eine große Herausforderung 
dar. Seit 1996 wird PNA als Sonde in der Biosensor-Technologie verwendet. Im Fol-
genden soll ein Überblick über bestehende Techniken gegeben werden.  
 
• Wang et al.: QCM-Biosensor;41 
elektrochemischer Sensor mit Co(phen)33+-Marker40 
• Burgener et al.: Surface Plasmon Biosensor73 
• Aoki et al.: Ionen-Kanal-Biosensor74, 75 
• Hashimoto et al.: Elektrochemischer Sensor mit Hoechst 33258-Marker76 
• Hoheisel et al.: Biosensor mit immobilisierter PNA als Sonde und fluoreszenz-
markiertem DNA-Target24, 77, 78 
 
Wang et al. nutzten 1997 das Prinzip der „Quartz crystal microbalance“ (QCM), mit 
dem die Schichtdicke von sehr dünnen Filmen auf Oberflächen bestimmt werden 
kann.41 Die Arbeitsgruppe immobilisierte PNA-Oligomere auf mit Gold überzogenen 
QCM-Biosensoren und verfolgte die Hybridisierung mit Target-DNA über den Massen-
zuwachs. Das System konnte dabei zwischen voll-komplementärer DNA und solcher 
mit Basenfehlstelle differenzieren. Im Jahr zuvor konnte Wang mit Hilfe eines 
[Co(phen)3]3+-Redoxindikators eine spezifische Mutation im p53-Gen, welches an der 
Ausprägung mehrerer Krebsarten beteiligt ist, detektieren. Grundlage hierfür ist die 
Bindung des Redoxindikators an die negative Ladung des DNA-Rückgrats und die an-
schließende Bestimmung der gebundenen Menge über Chronopotentiometrie. Wang 
konnte zeigen, dass die Hybridisierung der immobilisierten PNA-Sonde mit mutierter 
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Target-Sequenz zu einer Verringerung der Menge des gebundenen Redoxindikators im 
Vergleich mit den voll-komplementären Sequenzen führte.40 
Eine weitere Möglichkeit der Detektion stellt die Anwendung der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie dar. Griffin et al. verwendeten PNA als Sonde und wiesen die 
Hybridisierung mit PCR-amplifizierter Target-DNA nach.79 Auch mit dieser Methodik 
war eine Diskriminierung gegenüber Targets mit Fehlstellen möglich. 
Im Jahre 1997 wurde die PNA•DNA-Hybridisierung erstmals mit einem BIAcore-
Instrument (biomolecular interaction analysis) untersucht.80 Bei diesem Verfahren wird 
die Sonde auf dem Sensor-Chip immobilisiert, während sich das Target frei in Lösung 
bewegt. Das Detektionsprinzip beruht auf der Oberflächen-Plasmonresonanz-
spektroskopie (Abb. 1.6). Dabei wird der refraktive Index gemessen, der sich bei Hybri-
disierung von Sonde und Target durch Massenzuwachs um den Winkel Φ ändert.  
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Abb. 1.6: Schema eines Oberflächen-Plasmonresonanz-Biosensors. Polarisiertes Licht trifft auf die 
Oberfläche des Sensors, auf der die PNA-Sonde in einem Flüssigkeitsfilm liegt. Bei Hybri-
disierung mit komplementärer DNA ändert sich der refraktive Index, und das Resonanz-
Signal verschiebt sich. 
 
Burgener et al. nutzen dieses Prinzip und verwendeten biotinylierte PNA als Sonde, die 
über Biotin-Streptavidin-Bindung auf der Gold-Oberfläche des Sensor-Chips verankert 
wurde. Als Target wurden vollkomplementäre DNA sowie solche mit Basenfehlstelle 
mit der Sonde in Verbindung gebracht. Die Menge an gebundener DNA sowie die kine-
tischen Daten der Assoziation konnten als Funktion der Zeit gemessen werden. Nach 
Abschluß des Experiments wurde das Target mit verd. HCl dehybridisiert und die im-
mobilisierte PNA erneut als Sonde verwendet. 
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Aoki et al. machten sich die Eigenschaft von PNA•DNA-Hybriden, als Ionen-Kanäle zu 
fungieren zu Nutze. Bei diesem Prinzip wird einzelsträngige PNA als Sonde auf Gold-
Oberflächen aufgetragen und im nächsten Schritt an komplementäre DNA sowie an 
solche mit Basenfehlstelle gebunden. Im Unterschied zu den ungeladenen PNA-
Einzelsträngen leiten die durch die Hybridisierung mit DNA negativierten Doppelsträn-
ge einen [Ru(NH3)6]3+-Marker zur Goldoberfläche, wo dieser ein elektrochemisches 
Signal erzeugt. Enthält das Target eine Fehlstelle, findet keine Hybridisierung statt, so-
dass kein elektrochemisches Signal erzeugt wird (Abb. 1.7). 
 
Ru(NH3)6 3+-Marker
DNA-Target
PNA-Sonde
AuAu  
Abb. 1.7: Schematische Darstellung des Ionen-Kanal-Prinzips nach Aoki 
 
Hashimoto et al. verwendeten den Redox-Marker Hoechst 33258, der an die Furche der 
PNA-DNA-Doppelhelix bindet und ein Signal bei der Linear-Sweep-Voltammetrie er-
zeugt. Durch dieses Verfahren konnten PCR-Produkte des c-KI-ras-Gens als Target 
über auf Gold immobilisierte PNA-Einzelstränge detektiert werden. 
Hoheisel und seine Arbeitsgruppe haben zahlreiche Varianten geschaffen, um PNA als 
Sonde in der Array-Technik zu nutzen. Die Strategien der Immobilisierung von PNA-
Strängen sind sehr unterschiedlich: Zum einen wird PNA in situ auf polymeren Memb-
ranen synthetisiert, wobei die Qualität durch stichprobenartiges Abspalten der Oligome-
re und Charakterisierung über MALDI-TOF-MS geprüft wird. Zum anderen wird PNA 
über einen automatisierten Prozeß auf Mikrotiterplatten synthetisiert und über den mo-
difizierten N-Terminus auf Array-Oberflächen aufgebracht. Diese Methode hat den 
Vorteil, daß auf eine HPLC-chromatographische Reinigung verzichtet werden kann, da 
Synthese-Abbruchstücke, denen die N-Modifikation fehlt, gar nicht erst auf der Ober-
fläche immobilisiert werden. Sie können in einem nachgeschalteten Spülvorgang ent-
fernt werden. 
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Auch die Detektion wird auf unterschiedliche Weise vorgenommen. Zum einen werden 
die immobilisierten PNA-Stränge mit Fluoreszenz-markierter DNA hybridisiert; hier 
findet die Auswertung nach klassischer Art über einen Fluoreszenz-Scanner statt.77 Eine 
zweite Variante ist die Detektion der Hybridisierung von PNA-Sonde und DNA-Target 
über TOF-SIMS (time-of-flight – secondary ion mass spectrometry).24 Dieses Verfahren 
beruht auf dem Nachweis von Phosphat-Gruppen (in Form von PO2- und PO3-), die Teil 
von Nukleinsäuren sind, in PNA-Oligomeren jedoch gänzlich fehlen. Eine erfolgte 
Hybridisierung kann somit nachgewiesen werden. 
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1.4 Festphasensynthese 
In den 50er und 60er Jahren entwickelte Bruce Merrifield72 (Nobelpreis 1984) die Pep-
tid-Festphasensynthese (SPPS – solid phase peptide synthesis,) und umging dabei das 
Problem der „Bifunktionalität“ von Aminosäuren, welches darauf beruht, dass Amino-
säuren mindestens 2 reaktive Gruppen (N-Terminus und C-Terminus) besitzen und so-
mit bei der Synthese in Lösung mn∗ verschiedene Produkte bilden können. Wenn zum 
Beispiel aus 2 unterschiedlichen Aminosäuren ein Dimer synthetisiert wird, sind 22 = 4 
verschiedene Dimere als Kombination möglich: 
 
 
 
Bei der Synthese von Trimeren aus 2 unterschiedlichen Aminosäuren steigt die Anzahl 
der Kombinationen auf 23= 8: 
 
 
 
Somit entsteht bei der Reaktion multifunktionaler Moleküle in Lösung eine Vielzahl 
unerwünschter Nebenprodukte. 
                                                 
 
 
∗ m Aminosäuren reagieren zu einer n-meren Spezies 
+ 
+ 
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Merrifield konnte mit seiner innovativen Methode diese Probleme umgehen, indem er 
den N-Terminus der Aminosäure schützte und die Oligomere vom C- zum N-Terminus 
an einer festen Phase aufbaute. 
Im Allgemeinen handelt es sich dabei um ein Polymer-Harz, welches geschützte Ami-
nogruppen trägt. Nach Entschützen dieser Gruppen werden die C-Termini der folgenden 
Aminosäure aktiviert und dann über Peptid-Bindung an die Aminogruppen des Poly-
mer-Harzes gekoppelt. 
Auf diese Weise kann die Oligomer-Kette mit einer verminderten Bildung von Neben-
produkten synthetisiert werden. Die folgende Abbildung soll den Ablauf dieser Technik 
erläutern. 
 
1. Entschützen des N-Terminus der an das Harz gekoppelten ersten Aminosäure: 
 
 
 
2. Aktivierung des C-Terminus 
 
 
3. Kopplung 
 
 
4. Kettenverlängerung  
 
 
5. Abspaltung vom Harz und Entschützen der Seitenketten 
 
+ 
+ 
Ac (C)
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Abb. 1.8: Struktur eines Tentagel®-Harzes81 
 
Schützen des N-Terminus 
Zum Schutz des N-Terminus werden üblicherweise Boc- oder Fmoc-Gruppen verwen-
det. Bei Benutzung von Boc wird mit TFA entschützt, wobei der Linker des Harzes und 
die Schutzgruppen der Seitenketten so gewählt werden, dass sie erst durch stärkere Säu-
ren (z.B. HF) oder Basen gespalten werden.57 
Bei der Fmoc-Strategie wird mit 20% Piperidin in DMF entschützt und anschließend 
die Spaltung des Oligomers vom Harz sowie das Entschützen der Seitenketten mit TFA 
vollzogen.82, 83 
O
O
O
O
 
Abb. 1.9: Boc- und Fmoc-Schutzgruppen 
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Bei Aminosäuren mit reaktiver Seitenkette (Lys, Cys etc.) müssen die dafür gewählten 
Schutzgruppen stabil gegenüber dem Entschützen der N-terminalen Schutzgruppe sein. 
Sinnvoll ist die Wahl von Schutzgruppen, die durch die abschließende Spaltung des 
Oligomers vom Harz entfernt werden. 
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Abb. 1.10: Entfernen der N-terminalen Boc-Gruppe 
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Abb. 1.11: Entfernen der N-terminalen Fmoc-Gruppe 
 
 
Aktivierung der Carboxylgruppe: 
Für die Aktivierung des C-Terminus der Aminosäure stehen zahlreiche Kopplungsrea-
genzien zur Verfügung (Abb. 1.12). Es konnte gezeigt werden, dass HATU bezüglich 
Reaktivität und Racemisierungs-Vermeidung das vergleichsweise effektivste Kopp-
lungsreagenz darstellt. In der zu TBTU aza-analogen Struktur kann das zu kuppelnde 
Amin offenbar besser fixiert werden84 (Abb. 1.13). 
  
HATU                            TBTU                             HOBt                              DCC
O N
N BF4
N
NN
N
N
N
OH
N
O N
N PF6
N
NN
N C N
 
Abb. 1.12: Üblicherweise verwendete Kopplungsreagenzien 
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Abb. 1.13: Aktivierungsmechanismus des C-Terminus unter Verwendung von HATU 
 
Die ersten PNA-Oligomere wurden von Nielsen nach der Boc-Strategie synthetisiert, 
wobei die Seitenketten der C-, G-, und A-Monomere mit der Z-Schutzgruppe versehen 
waren.85 Da das Entschützen der Boc-Gruppe sowie die abschließende Spaltung des 
Oligomers vom Harz den Einsatz von starken Säuren erfordert, suchte man nach milde-
ren Bedingungen, die das Arbeiten am Synthesizer ermöglichte. Hierzu wählte man die 
Fmoc-Strategie, bei der die N-terminale Schutzgruppe mit 20% Piperidin entfernt wird. 
Die mittlerweile kommerziell erhältlichen PNA-Monomere tragen an der Basen-
Aminogruppe die Bhoc-Schutzgruppe, welche bei der abschließenden Spaltung des Oli-
gomers vom Harz mit TFA entfernt wird. Als Kopplungsreagenz wird üblicherweise 
HATU verwendet. Da die Kopplungseffizienz nie 100% beträgt, verbleiben nach jedem 
Zyklus freie Aminogruppen. Daher schließt man nach jeder Kopplung eine Acetylie-
rung mit Acetanhydrid an. Dieser auch als „Capping“ bezeichnete Schritt blockiert die 
freien Aminogruppen, sodass eine begrenzte Anzahl an Abbruchstücken entsteht. Diese 
lassen sich in der anschließenden HPLC-Aufreinigung besser entfernen, da sie Retenti-
onszeiten haben, die sich stark von der des Hauptproduktes unterscheiden. 
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Abb. 1.14: Zyklus der Festphasensynthese von PNA (AS = Aminosäure; MM = PNA-Monomer;  
B= A, T, G, C) 
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1.5 Bioanorganische Chemie von Metallocenen 
Als metallorganische Verbindungen bezeichnet man Stoffe, in denen ein Metall ionisch, 
kovalent oder über Alkyl-Brücken an den Kohlenstoff eines organischen Restes gebun-
den ist. Ein interessanter Vertreter dieser Stoffklasse ist das zur Gruppe der Sandwich-
Verbindungen gehörende Bis-π-Cyclopentadienyleisen („Ferrocen“). 
Diese Verbindung wurde 1951 von Kealy und Pauson86 entdeckt, als diese versuchten, 
ein Fulvalen aus C5H5MgBr zu synthetisieren und dabei zu einem Produkt der Zusam-
mensetzung C10H10Fe gelangten. Ungefähr zur gleichen Zeit berichteten Miller et al.87 
über eine orange gefärbte Verbindung gleicher Zusammensetzung, die sie aus der Reak-
tion von Cyclopentadien mit Eisen in der Gegenwart von Aluminium- bzw. Molybdän-
oxid bei hohen Temperaturen erhalten hatten. 
Schon kurze Zeit darauf konnten Wilkinson88 und Fischer89 unabhängig voneinander 
mit Hilfe von chemischen, physikalischen und spektroskopischen Methoden die genaue 
Struktur dieses Moleküls aufklären. Beide kamen zu dem Ergebnis, dass Ferrocen eine 
„Sandwich“-artige Struktur aufweist und erhielten 1973 den Nobelpreis für diese Ent-
deckung.  
 
Abb. 1.15: Sandwich-Struktur des Ferrocens∗ 
 
In der Folge wurde weitere Übergangsmetalle (z.B. Co, Ru, Os) eingeführt, sodass man 
die Stoffgruppe der Metall-Cyclopentadiene allgemein als Metallocene benannte. 
                                                 
 
 
∗ http://inc.bme.hu/fpf/kemszam/iv/feladat.html 
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In der hier vorliegenden Arbeit wurden Ferrocen (Fc) und Cobaltocenium (Cc+) als  
redoxaktive Marker verwendet. Ferrocen lässt sich in die Gruppe der Gruppe-8-
Metallocene einordnen. Es besteht aus Fe2+ (d6) und zwei aromatischen Cp-Ringen 
(C5H5-), sodass ein ungeladenes Molekül entsteht. Es löst sich gut in organischen Lö-
sungsmitteln, ist jedoch in Wasser gänzlich unlöslich. 
Cobaltocen gehört zu den Gruppe-9-Metallocenen und wurde 1978 von Koehler90 aus 
NaCp mit Cobaltbromid oder alternativ mit [Co(NH3)6]Cl2 synthetisiert. Da die Verbin-
dung ein ungepaartes Elektron aufweist, ist sie instabil und wird an der Luft schnell zum 
stabilen Cobaltocenium-Ion [Cp2Co]+ oxidiert. Dieses weist aufgrund der Ladung eine 
hohe Wasserlöslichkeit auf, welche jedoch durch das Gegenion beeinflusst wird. 
Eine Röntgenstrukturanalyse zeigte, dass die Cp-Ringe sowohl im Cobaltocen als auch 
im Ferrocen in einer ähnlichen Form konfiguriert sind. Diese stehen in beiden Verbin-
dungen parallel und in einer gestaffelten („staggered“) Form übereinander. Die Abstän-
de zwischen den Cp-Ringen und dem Metall sind leicht verschieden (siehe Abb. 1.16). 
 
Fe
203 pm
Co 210 pm
 
Abb. 1.16: Konformation von Ferrocen und Cobaltocen 
 
Beide Metallocene weisen ein charakteristisches elektrochemisches Verhalten auf, so-
dass sie sich zur Markierung von Molekülen und deren Quantifizierung eignen.  
Proben, welche zuvor mit Cobaltocenium oder Ferrocen markiert wurden, lassen sich 
z.B. über eine mit einem elektrochemischen Detektor ausgestattete HPLC-Anlage quan-
titativ nachweisen. 
Die Redoxpotentiale beider Metallocene sind sehr verschieden. Während die reversible 
Oxidation des Ferrocens bei ~0.3V stattfindet, wird das Cobaltocenium-Ion bei ~1.3V 
reduziert. Aufgrund der hohen Stabilität und Reproduzierbarkeit des Redoxverhaltens 
von Ferrocen dient dieses als Standard-Referenz in der elektrochemischen Literatur. 
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Abb. 1.17: Cyclovoltammogramm (ν = 0.5V/s; E1/2 = 0.29V vs. Ag/AgCl) von Ferrocen, gemessen in 
einer 1:1-Mischung aus Acetonitril und Wasser mit NaClO4 als Leitsalz und einer Platin-
Elektrode als Arbeitselektrode 
 
Zur Markierung von Biomolekülen wie DNA oder PNA muss das Metallocen zunächst 
funktionalisiert werden. Metzler-Nolte et al.91, 92 beschrieben die Synthese von Ferro-
cen-Aminen, welche an den C-Terminus von Aminosäuren und Peptiden gekoppelt wer-
den konnten. Da jedoch die Synthese von Peptiden, DNA und PNA meist vom C-
Terminus zum N-Terminus stattfindet, sollte idealerweise der N-Terminus mit einer 
Carboxy-modifizierten Form des Metallocens konjugiert werden. 
Hierzu bieten sich Ferrocen-Carbonsäure93 und Cobaltocenium-Carbonsäure94 an, wel-
che leicht synthetisiert und mit den üblichen Aktivierungsreagenzien an den N-
Terminus gekoppelt werden können (siehe Kapitel 4.4). 
Während Ferrocen-Carbonsäure kommerziell erhältlich ist, muss Cobaltocenium-
Carbonsäure selbst hergestellt werden. Diese gruppeninterne Synthese wurde von 
Hoffmanns95 nach der Original-Vorschrift von Sheats94 bewerkstelligt.  
Aus dem in Abb. 1.18 gezeigten cyclischen Voltammogramm von Cobaltocenium-
Carbonsäure ergibt sich ein Halbstufenpotential von -1.29V vs.Fc/Fc+. 
 
24 Einleitung 
 
 
 
Abb. 1.18: Cyclovoltammogramm (ν = 1V/s) von Cobaltocenium-Carbonsäure, gemessen in einer 1:1-
Mischung aus Acetonitril und Wasser mit NaClO4 als Leitsalz 
 
 
2 Zielsetzung der Arbeit 
Aufgrund der günstigen Eigenschaften von PNA-Oligomeren in Bezug auf Stabilität 
und Spezifität bei der Hybridbildung mit DNA sind sie für die Verwendung als Array-
Sonde prädestiniert. Für die Detektion der stattfindenden Hybridisierungsprozesse auf 
der Arrayoberfläche sollen elektrochemisch aktive Metallkomplexe eingesetzt werden, 
die an den N-Terminus der PNA gebunden sind. 
Ziel ist es zu zeigen, wie Metallocen-PNA als mögliche Sonde zu einer alternativen 
Form der Detektion, sowie dem effizienteren Aufspüren von einzelnen Basenfehlstellen 
in der Target-DNA dienen kann. 
Im ersten Teil dieser Arbeit soll die Synthese von PNA-Oligomeren sowie die Konjuga-
tion mit elektrochemisch aktiven Metallocenen (Fc und Cc+) durchgeführt werden. Um  
diese auf Gold-Oberflächen über Au-S-Chemisorption zu immobilisieren, sollen zusätz-
lich Oligomere mit einer C-terminalen Cystein-Modifikation synthetisiert werden. 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wird anhand von UV-Schmelzexperimenten die Stabili-
tät der PNA•DNA-Hybride und der Einfluß von Basenfehlstellen untersucht. 
In Anlehnung an eine Array-Strategie soll die thiol-modifizierte Metall-PNA ein-
zelsträngig als „self-assembled monolayer“ (SAM) auf die Oberfläche von Gold-
Mikroelektroden aufgebracht und mit voll-komplementärer sowie mit Fehlstellen-
haltiger Target-DNA hybridisiert werden. Zur genauen Charakterisierung der PNA-
modifizierten Oberfläche dienen analytische Verfahren wie Ellipsometrie, elektroche-
mische Impedanzspektroskopie sowie Röntgen-Photoelektronenspektroskopie. 
Die größte Herausforderung stellt die Interpretation des elektrochemischen Signals beim 
Hybridisierungsprozess von einzelsträngiger Metall-PNA mit Target-DNA dar. Im Sin-
ne eines spezifisch arbeitenden Arrays wird erwartet, dass man auf elektrochemischem 
Wege zwischen voll-komplementärer DNA und solcher mit Basenfehlstelle unterschei-
den kann. 
 

3 Peptidnukleinsäuren – Monomersynthese 
3.1 Einleitung 
Kommerziell erhältliche PNA-Monomere beinhalten säurelabile Seitenschutzgruppen, 
welche gleichzeitig bei der finalen Abspaltung von der festen Phase mit TFA entfernt 
werden. Die Synthese stabiler Konjugate aus PNA-Oligomeren und säurelabilen Einhei-
ten (z.B. Ferrocen) ist für dieses Synthese-Prinzip erschwert. Es bestand daher die Not-
wendigkeit, Monomere zu synthetisieren, die basenlabile Schutzgruppen an den Seiten-
ketten tragen, welche jedoch der Fmoc-Abspaltung mit Piperidin bei jedem Zyklus 
standhalten. Für die Oligomersynthese nach diesem Prinzip wurde ein basenlabiles Harz 
gewählt, sodass die finale Abspaltung mit Hydrazin oder NH3 durchgeführt werden 
kann. 
Die erste Synthese von PNA-Oligomeren führten Nielsen et al. nach dem Boc/Z-
Schutzgruppen-Prinzip von Merrifield durch.72 Die Entfernung der Z-Gruppe vom N-
Terminus durch TFA erschwerte die Synthese im Synthesizer und führte zu zahlreichen 
Nebenreaktionen sowie teilweiser Abspaltung der Oligomere vom Harz. Eine Weiter-
entwicklung stellte daher die Fmoc-Strategie dar, bei der weitaus mildere Bedingungen 
gewählt werden konnten.96-98 
Die in diesem Kapitel beschriebene verbesserte Monomer-Synthese geht auf Arbeiten 
von Kovacs et al.99 zurück, die eine Fmoc/Acyl-Schutzgruppen-Strategie verfolgen.  
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3.2 Synthese des PNA-Rückgrates 
Die Synthese des PNA-Rückgrates 2 bestand aus zwei Schritten: Im ersten Schritt wur-
de Ethylendiamin mit tert-Butylbromoacetat substituiert, im anschließenden Schritt die 
zweite Amino-Gruppe mit Fmoc-Succinimid geschützt. Es resultierte ein weißes, kri-
stallines Produkt in Form des Hydrochlorides, sodass zur weiteren Kopplung an die 
Nukleobasen die Rückgrat-Base freigesetzt werden musste. 
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Abb. 3.1: Synthese des PNA-Rückgrates 2 
 
 
3.3 Synthese des Thymin-Monomers 
Thymin enthält als einzige Nukleobase keine reaktiven Seitengruppen. Die Synthese 
war aus diesem Grunde erleichtert, da der Essigsäure-Linker direkt an die Nukleobase 
geknüpft werden konnte. Der darauf folgende Schritt beinhaltete die Kopplung an das 
Rückgrat 2 mit anschließender Spaltung des tert-Butylesters mit TFA oder HCl/AcOH. 
5 wurde zur Reinigung in THF gelöst und mit einer Mischung aus Hexan und Toluol 
ausgefällt. 
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Abb. 3.2: Synthese des Thymin-Monomers 5 
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3.4 Synthese des Cytosin-Monomers 
 
In ersten Versuchen wurde die Amino-Seitenkette mit Anisoylchlorid geschützt, was zu 
einer schlecht in DMF löslichen Zwischenstufe 8 führte (siehe Abb. 3.3). Zur weiteren 
Kopplung an das Rückgrat war diese Verbindung daher nicht geeignet. 
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Abb. 3.3: Synthese der Cytosin-Essigsäure 8 
 
Es wurde daher eine Strategie gewählt, die 4-tert-Butylbenzoylchlorid als Schutzgruppe 
für die Amino-Gruppe beinhaltete (Abb. 3.4). Die so erhaltene Verbindung 9 wurde mit 
Essigsäuremethylester verknüpft und das Produkt verseift. Die freie Cytosin-Essigsäure 
11 wurde unter Zugabe von TBTU/HOBt an das Rückgrat gekoppelt und im Anschluss 
der tert-Butylester von 12 mit TFA in 13 gespalten. 
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Abb. 3.4: Synthese des Cytosin-Monomers 13 
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3.5 Synthese des Adenin-Monomers 
In ersten Experimenten wurde die Amino-Seitenkette mit Anisoylchlorid geschützt und 
anschließend mit dem Carbonyl-Linker verknüpft. Die daraus resultierenden Isomere 
15a und 15b ließen sich zwar über Säulenchromatographie trennen, konnten jedoch 
nicht durch Umkristallisation gereinigt werden, sodass keine saubere Zwischenstufe zur 
Verfügung stand. 
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Abb. 3.5: Synthese der Adenin-Essigsäuremethylester 15a und 15b 
 
Daher wurde eine Strategie gewählt, bei der statt des Essigsäuremethylesters der ent-
sprechende tert-Butylester verwendet wurde (Abb. 3.6). Die daraus resultierenden Iso-
mere 16a und 16b konnten über Säulenchromatographie getrennt und dann leicht durch 
Umkristallisation aus Ethylacetat gereinigt werden. 
Der tert-Butylester von 16a wurde mit TFA gespalten und die freie Säure im Anschluss 
an das Rückgrat geknüpft. Die anschließende Verseifung führte zu Endprodukt 19 in 
quantitativer Ausbeute, bezogen auf Produkt 18. 
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Abb. 3.6: Synthese des Adenin-Monomers 
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3.6 Synthese des Guanin-Monomers 
Die Synthese des Guanin-Monomers stellte die größte Herausforderung dar, da Guanin 
zwei reaktive Seitengruppen besitzt. Die exozyklische Amino-Gruppe wurde durch  
Acetylierung geschützt. Zum Schutz der O6-Position wurde eine Diphenylcarbamoyl-
Funktion eingeführt, die im nächsten Schritt eine regioselektive Kopplung100 von Me-
thylbromoacetat sicherstellt. Nach Verknüpfung von Verbindung 23 mit dem Rückgrat 
und anschließender Spaltung des tert-Butylesters mit TFA wurden zwei Produkte erhal-
ten. Über FAB-MS konnte festgestellt werden, dass die O6-Schutzgruppe zum größten 
Teil fehlte. Für die Oligomer-Synthese war der Schutz dieser Gruppe offensichtlich 
nicht nötig, da keine ungewöhnlichen Nebenprodukte erhalten wurden (siehe Kapitel 
3.7). 
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Abb. 3.7: Synthese des Guanin-Monomers 25 
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3.7 Synthese von PNA-Oligomeren mit basenlabilen Schutzgruppen 
 
In diesem Kapitel werden zwei exemplarisch synthetisierte PNA-Oligomere präsentiert, 
mit denen die Durchführbarkeit der Synthese mit Fmoc/Acyl-geschützen Monomeren 
überprüft werden sollte. Neben einer am N-Terminus acetylierten Sequenz wurde auch 
ein Fc-PNA-Konjugat hergestellt. Die Synthese wurde gemäß des in Kapitel 4 beschrie-
benen Schemas durchgeführt. Als feste Phase diente hier ein TentaGel® S HMB-
Lys(ivDde)Fmoc-Harz (Belegung: 0.22mmol/g), welches einen basenlabilen Linker 
trägt (siehe Abb. 3.8). 
Die finale Abspaltung des Oligomers vom Harz sowie die gleichzeitige Entfernung der 
Seitenketten-Schutzgruppen wurden mit 5% Hydrazin in DMF bewerkstelligt. An-
schließend wurde die Hydrazin-DMF-Mischung zu einem klebrigen Rückstand einge-
engt und dieser mit eiskaltem Ether behandelt. Das Rohprodukt der acetylierten PNA-
Sequenz war farblos, während das Fc-PNA-Konjugat eine dunkelgelbe Färbung auf-
wies.  
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Abb. 3.8: Tentagel® S HMB-Lys(ivDde)Fmoc 
 
Die so erhaltenen Produkte wurden mit semi-präparativer HPLC gereinigt und über 
MALDI-TOF Massenspektrometrie charakterisiert. Am C-Terminus wurde das Säure-
Hydrazid erhalten. 
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Tab. 3.1: Synthetisierte Sequenzen 
 
Sequenz Mkalkuliert Mgemessen 
Ac-agctt-Lys 1552.6 1553.2 
Fc-agct-Lys 1456.3 1456.5 
 
 
Abb. 3.9: HPLC-Chromatogramme der Sequenz Ac-agctt-Lys 
 
 
Abb. 3.10: MALDI-Spektrum von Ac-agctt-Lys 
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Abb. 3.11: HPLC-Chromatogramme von Fc-agct-Lys 
 
 
Abb. 3.12: MALDI-Spektrum von Fc-agct-Lys 
 
Kapitel 4.4 wird zeigen, dass eine Konjugation von Ferrocen an PNA auch sauren Be-
dingungen standhält, sofern Phenol zugegeben wird. Dennoch war die Etablierung der 
hier dargestellten Methodik wichtig, da sie die Möglichkeiten zur Konjugation säurela-
biler Einheiten erweitert. 
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3.8 Zusammenfassung 
Dieses Kapitel beschreibt die Synthese der Monomere aller vier Nukleobasen, die in 
hoher Reinheit synthetisiert werden konnten. Damit wurde der Zugang zu einer Synthe-
se-Strategie eröffnet, die die Integration säurelabiler Einheiten gestattet. Während der 
Synthese hielten die Seitenketten-Schutzgruppen der Piperidin-Behandlung zur Entfer-
nung der Fmoc-Gruppen stand. Die Oligomere konnte mit Hydrazin von der festen Pha-
se gespalten, mit Hilfe semi-präparativer HPLC gereinigt und mit MALDI-TOF-MS 
charakterisiert werden. Die Konjugation von Ferrocencarbonsäure an den N-Terminus 
konnte erfolgreich durchgeführt werden. 
 
4 Peptidnukleinsäuren – Oligomersynthese 
4.1 Einleitung 
Im Gegensatz zum vorherigen Kapitel, in dem die Oligomer-Synthese mit selbst herge-
stellten, basenlabil geschützten Monomeren beschrieben wurde, soll hier auf die Syn-
these mit kommerziell erhältlichen säurelabil geschützten Monomeren eingegangen 
werden. Abb. 4.1 zeigt die Struktur dieser Monomere. Das Thymin-Monomer wurde 
selbst hergestellt, da es im Gegensatz zu den übrigen drei keine reaktive Seitengruppe 
besitzt und somit nicht geschützt werden muss (Synthese siehe Kapitel 3.3). 
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Abb. 4.1: Struktur der kommerziell erhältlichen PNA-Monomere 
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Die Monomere wurden unter der Verwendung von HATU/DIPEA gekoppelt. Als Lö-
sungsmittel für die Festphasensynthese wurde DMF gewählt, da es gute Lösungseigen-
schaften für die Monomere und die Kopplungsreagenzien besitzt. Der genaue Ablauf 
der Synthese sowie Reaktionsbedingungen werden detailliert im experimentellen Teil 
beschrieben.  
Grundsätzlich wurden neben den in Kapitel 3.7 beschriebenen Oligomeren zwei unter-
schiedliche Arten von PNA-Dekameren synthetisiert: Die eine Sequenz enthielt Lysin 
als erste Aminosäure und wird im weiteren Text auch als „unmodifizierte“ PNA be-
zeichnet. Die andere Sequenz enthielt Cystein, welches für die spätere Immobilisierung 
auf Gold-Oberflächen notwendig ist, und wird daher auch „(thiol)-modifizierte“ PNA 
beschrieben. Zusätzlich unterschieden sich die Sequenzen durch ihr kovalent gebunde-
nes Metallocen (Ferrocen oder Cobaltocenium). 
Als feste Phase dienten Harze der Firma Rapp, die mit der jeweils ersten Aminosäure 
der gewünschten PNA-Sequenz beladen waren: 
• TentaGel® R RAM-Lys(Boc)Fmoc für die unmodifizierten PNA-Oligomere 
(Beladung: 0.18mmol/g) 
• TentaGel® R PHB-Cys(Trt)Fmoc für die modifizierten PNA-Oligomere  
(Beladung: 0.18mmol/g) 
Es ist sinnvoll, eine eher niedrige Beladung der Harze zu wählen, da die PNA-Moleküle 
zum einen zur Selbstaggregation neigen, zum anderen recht voluminös sind, was zu 
einer sterischen Hinderung bei der Synthese führen könnte.  
Beide Harze besitzen Linker, welche mit 80-95%iger TFA gespalten werden können. 
Die resultierenden PNA-Oligomere tragen dann als ersten Baustein die jeweilige Ami-
nosäure als C-terminales Säureamid.  
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Abb. 4.2: Struktur des TentaGel®-Harzes (PS = Polystyrol; POE = Polyorthoester)81 
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Abb. 4.3: Festphasen-Harze für die PNA-Synthese: TentaGel® R RAM-Lys(Boc)Fmoc (links) und 
TentaGel® R PHB-Cys(Trt)Fmoc (rechts) 
 
Ein allgemeiner Synthese-Ablauf wird in Abb. 4.4 beschrieben. Es sei angemerkt, dass 
die mit Cystein modifizierten PNA-Oligomere einen Aminohexansäure-Linker (Ahx) 
enthalten, der den nötigen Abstand zwischen Oberfläche und Redoxmarker bei der spä-
teren Immobilisierung auf Goldoberflächen gewährleistet. Bei den Fc-Oligomeren ist 
ein zusätzliches Lysin eingefügt, das die Löslichkeit verbessert. Diese beiden Kompo-
nenten sind bei dem Synthese-Schema in Abb. 4.4 nicht berücksichtigt.  
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Abb. 4.4: Zyklus der Festphasensynthese bei PNA-Oligomeren (AS = Aminosäure; MM = PNA-
Monomer; B = A,T,C,G) 
 
Nach Fertigstellung der gewünschten Sequenz wurde der N-Terminus entschützt und 
mit Acetanhydrid acetyliert (siehe Kapitel 4.3) oder mit einer Metallocen-Carbonsäure 
(siehe Kapitel 4.4) konjugiert. 
Die Abspaltung von der Festphase wurde abhängig von der Art des gebundenen Metal-
locens mit unterschiedlich konzentrierter TFA und unter Zusatz von TIS bzw. Phenol-
durchgeführt. TIS dient dazu, die bei der Entfernung der Bhoc-Schutzgruppen entste-
henden Benzhydryl-Kationen zu fangen und somit eine Alkylierung der elektronenrei-
chen Ringe der Nukleobasen zu verhindern. Der Mechanismus von Phenol ist bis heute 
nicht geklärt. Die Mischungen für die Spaltung von der festen Phase setzten sich fol-
gendermaßen zusammen: 
• 95% TFA + 2.5% TIS + 2.5% H2O für Cc+-PNA 
• 85% TFA + 5% TIS + 10% Phenol für Fc-PNA 
Alle PNA-Oligomere wurden durch eine semi-präparativen HPLC101 gereinigt und mit 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie charakterisiert.102 Bei der Spaltung wurde C-
terminale Säureamide erhalten. 
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4.2 Wahl der Sequenzen 
Die Auswahl der Sequenz des in dieser Arbeit hauptsächlich vorkommenden PNA-
Dekamers geht auf ein Gemeinschaftsprojekt unserer Gruppe mit C. Happel und  
C. Klein in Hannover zurück. Sie ist Teil einer Modell-Sequenz aus 18 Basenpaaren, 
welche von der Endonuklease I-Sce I erkannt wird. Letztere wird durch ein mito-
chondriales Intron von Saccharomyces cerevisiae codiert und ist in der Lage, Strang-
brüche an bestimmten Stellen im menschlichen Genom durchzuführen.103, 104 
Die Sequenz erschien daher als vorteilhaft, da sie weder zur Eigenkomplementarität 
noch zur Ausbildung von Haarnadelschleifen neigt. 
Es ist üblich, die PNA in kleinen Buchstaben und vom N- zum C-Terminus wieder-
zugeben. Damit wird der Peptid-Charakter der PNA berücksichtigt. Da bei PNA•DNA-
Hybriden die antiparallele Anordnung thermodynamisch begünstigt ist,47, 105 steht der 
C-Terminus der PNA dem 5’-Ende der DNA gegenüber.  
3’ T A A T G G G A C A A T A G G G A T 5’ 
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Bei der in der unteren Zeile angegebenen PNA-Sequenz steht X1 für einen Amino- 
hexansäure-Linker (Ahx), der bei den thiol-modifizierten (AS = Cys) PNA-Strängen 
eingefügt wurde, um den Abstand zwischen der Gold-Oberfläche und den immobilisier-
ten PNA-Oligomeren zu vergrößern. Bei den unmodifizierten PNA-Strängen (AS = 
Lys) wurde dieser Linker nicht eingefügt. Die Aminosäuren liegen in der Carboxamid-
Form (Lys-NH2; Cys-NH2) vor, werden aber in dieser Arbeit aus Gründen der Vereinfa-
chung mit Lys und Cys abgekürzt. Die Abkürzung X2 am N-Terminus steht entweder 
für eine Acetyl-Gruppe (Abschnitt 4.3) oder für ein kovalent gebundenes Metallocen 
(Abschnitt 4.4). 
Die obere Zeile gibt die komplementäre DNA-Sequenz zu der ursprünglich gewählten, 
18Bp langen Modell-Sequenz wieder. Es ist ersichtlich, dass die Sequenz am  
C-(3’-)Ende mit 5 Basen, am N-(5’-)Ende mit 3 Basen übersteht. Hybridisierungsexpe-
rimente in Lösung und auf der Goldoberfläche wurden jedoch auch mit kürzeren DNA-
Komplementär-Stücken durchgeführt, da es wichtig war, den Stabilisierungseffekt 
durch den DNA-Überhang am C- und N-Terminus zu untersuchen.  
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Zusätzlich wurde eine PNA-Sequenz synthetisiert, die kein Guanin enthielt. Damit soll-
te in den späteren UV-Schmelzexperimenten gezeigt werden, inwieweit sich eine Ver-
minderung des G•C-Gehalts auf die Stabilität des Hybrids auswirkt. 
D4 3’ T T T A T A T A A T G G G A C A A T 5’ 
P7 N  Cc+ t a t a t t a c c c Lys    C 
 
4.3 PNA-Oligomere ohne Metallocen 
 
Das am N-Terminus acetylierte PNA-Dekamer wurde synthetisiert, um sein Hybridisie-
rungsverhalten mit dem der Metallocen-PNA zu vergleichen.  
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2. Acetylierung mit
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Abb. 4.1: Syntheseschema für am N-Terminus acetylierte PNA-Oligomere 
 
Tab. 4.1: Sequenz und Charakterisierung des acetylierten PNA-Oligomers P1 
Sequenz Bezeichnung Mkalkuliert Mgemessen 
Ac-accctgttat-Lys P1 2848.2 2849.5 
 
Das in Abb. 4.5 HPLC-Chromatogramm des Rohproduktes zeigt die acetylierten Ket-
tenabbruchstücke, welche durch semi-präparative HPLC-Aufreinigung entfernt wurden. 
 
4.3  PNA-Oligomere ohne Metallocen 43 
 
 
Abb. 4.5: HPLC-Chromatogramme des PNA Oligomers Ac-accctgttat-Lys P1 vor und nach HPLC-
Aufreinigung 
 
 
Abb. 4.6: MALDI-Spektrum von Ac-accctgttat-Lys P1 nach HPLC-Aufreinigung 
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4.4 PNA-Oligomere mit Metallocen 
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1. Entschützen 
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2. Kopplung der 
Metallocen-Carbonsäure
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O
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n
O
M= Fe2+; Co3+
M
 
Abb. 4.7: Konjugation des Metallkomplexes an den N-Terminus des PNA-Oligomers (n = Anzahl der 
Monomere; B = A, T, G, C; AS = Aminosäure) 
4.4.2 Ferrocen 
 
Die Konjugation von Ferrocen an PNA-Oligomere eröffnet eine Charakterisierung und 
Quantifizierung dieser Moleküle in Lösung und in auf Oberflächen immobilisierter 
Form. Die Vorteile von Ferrocen liegen in seiner chemischen Stabilität und elektroche-
mischen Reversibilität. Zudem überschneidet sich das Redoxpotential des Ferrocens 
nicht mit dem der Nukleobasen (E1/2 von Guanin:∼0.6V vs. Ag/AgCl). 
Zahlreiche Arbeitsgruppen inkorporierten Ferrocen in die DNA-Nukleotide106-112 oder 
konjugierten es an das 3’- oder 5’-Ende der DNA.113-118 Metzler-Nolte et al. erreichten 
erstmalig eine Konjugation von Ferrocen an den N-Terminus von PNA-Oligo- 
meren.119, 120 Die resultierenden Fc-PNA-Konjugate wiesen jedoch eine unzureichende 
Löslichkeit in wässriger Pufferlösung auf, welche unabdingbar zur Untersuchung des 
Hybridisierungsverhaltens ist. 
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Außer dem in Kapitel 3.7 beschriebenen Oligomeren mit Ferrocen wurden im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit Dekamere mit unterschiedlichen Aminosäure-Modifikationen 
und Linker-Systemen synthetisiert (Tab. 4.2). 
 
Tab. 4.2: Sequenz und Charakterisierung der Fc-PNA-Oligomere P2 und P3 
Sequenz Bezeichnung Mkalkuliert Mgemessen 
Fc-accctgttat-Lys P2 3017.8 3018.7 
Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys P3 3234.3 3235.2 
 
Das zusätzlich eingefügte Lysin in der Sequenz erfüllt den Zweck, durch seine Ladung 
die Löslichkeit des PNA-Konjugates zu erhöhen.121 
Bei der Synthese wurde der N-Terminus des Dekamers mit aktivierter Ferrocencarbon-
säure93 verknüpft. Die Reaktionszeit wurde statt 40min für die Monomer-Kopplung auf 
24h erhöht. Im Verlauf der Kopplung verfärbte sich das Harz dunkelrot, was auf eine 
erfolgreiche Konjugation der Ferrocencarbonsäure schließen ließ. Zur Abspaltung vom 
Harz wurde die in der Einleitung dieses Kapitels genannte Mischung aus TFA und Phe-
nol verwendet. Das Metallocen war unter den gegebenen Bedingungen weitgehend sta-
bil. Als problematisch erwies sich jedoch die Entfernung einer Verunreinigung, die 
vermutlich durch den geringen Zerfall des Ferrocens bei Säureeinfluss zustande kam. 
Eine Untersuchung dieses Nebenproduktes mit MALDI-TOF-MS ergab eine Masse von 
3115.7g/mol, was dem PNA-Dekamer mit einem Cyclopentadien-Ring entspricht. Da 
diese Verunreinigung bei der semi-präparativen HPLC eine recht ähnliche Retentions-
zeit wie das Hauptprodukt zeigte, trennten sich die Peaks nicht ausreichend, sodass eine 
doppelte Reinigung nötig war. Erst durch die zweite Reinigung konnte eine ausreichen-
de Peaktrennung erreicht, und das Hauptprodukt von der Verunreinigung befreit wer-
den. 
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Abb. 4.8: HPLC-Chromatogramme von Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys P3 
 
 
Abb. 4.9: MALDI-Spektren von Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys P3. Links: Spektrum des oben genannten 
verunreinigten PNA-Oligomers; Rechts: Spektrum des sauberen Oligomers 
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Abb. 4.10: HPLC-Chromatogramme von Fc-accc-tgt-tat-Lys P2 
 
 
Abb. 4.11: MALDI-Spektrum von Fc-accctgttat-Lys P2 
 
 
Nach der Lyophilisation der sauberen Fraktionen verblieb im Falle beider Oligomere 
(P2 und P3) eine gelb gefärbte, hygroskopische Substanz, die sich gut in Wasser und in 
wässrigem Phosphat-Puffer löste. 
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4.4.3 Cobaltocenium 
 
Die Verwendung von Cobaltocenium als redoxaktiver Marker zur Quantifizierung von 
immobilisierten Molekülen wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Noor et 
al.122 konjugierten Cobaltocenium jedoch an ein NLS-Peptid und reicherten dieses im 
Zellkern von Leberkrebszellen an.  
 
Als Redoxmarker weist Cobaltocenium folgende Vorteile auf: 
 
• Chemische Stabilität auch bei Raumtemperatur 
• Hohe Wasserlöslichkeit des Cc+-PNA-Konjugates bedingt durch die Ladung 
• Keine Überschneidung des Redoxpotentials mit dem der Nukleobasen 
 
Problematisch jedoch ist die Quasireversibilität des Cobaltoceniums, die den Erhalt von 
dynamischen cyclovoltammetrischen Daten verhindert (siehe dazu Kapitel 6.2). Diese 
Eigenschaft führt dazu, dass sich Cobaltocenium zwar reduzieren lässt, jedoch die 
Rückreaktion erst bei sehr hohen Spannungsvorschubgeschwindigkeiten stattfinden 
kann. Es ist daher ungeeignet für die Quantifizierung von immobilisierten PNA-
Strängen, da hierfür die aus der CV gewonnenen Daten unerlässlich sind (Kapitel 6). 
Interessant jedoch ist eine Untersuchung des Hybridisierungsverhalten von Cc+-
Oligomeren mit komplementärer DNA im Vergleich zu ungeladenen PNA-Oligomeren 
(siehe Kapitel 5). 
Die Kopplung von Cobaltoceniumcarbonsäure94, 123 und die Abspaltung des entspre-
chenden PNA-Konjugates erwiesen sich als unproblematisch im Vergleich zu Ferrocen. 
Die Abspaltung von der festen Phase erfolgte mit einer Mischung aus TFA, TIS und 
H2O. Das resultierende Rohprodukt war intensiv gelb gefärbt und löste sich sehr gut in 
Wasser oder in wässrigem Phosphat-Puffer. 
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Abb. 4.12: Rohprodukt P4 
 
Tab. 4.3: Sequenz und Charakterisierung der Cc+-PNA-Oligomere P4, P5, P6 und P7  
 
Sequenz Bezeichnung Mkalkuliert Mgemessen 
Cc+-accctgttat-Lys P4 3020.2 3020.5 
       Cc+-accctgttat-Ahx-Cys P5 3108.2 3109.1 
 Cc+-accctgttat-Cys∗ P6 2995.1 2995.1 
  Cc+-tatattaccc-Lys∗ P7 3005.2 3004.7 
 
Im Gegensatz zu den Ferrocen-Konjugaten reichte ein einzelner präparativer HPLC-
Lauf zur Reinigung der Cc+-Oligomere aus. 
                                                 
 
 
∗ HPLC-Chromatogramme und MALDI-Spektren nicht gezeigt 
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Abb. 4.13: HPLC-Chromatogramme von Cc+-accctgttat-Lys P4 
 
 
 
Abb. 4.14: MALDI-Spektrum von Cc+-accctgttat-Lys P4 
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Abb. 4.15: HPLC-Chromatogramme von Cc+-accctgttat-Ahx-Cys P5 
 
 
Abb. 4.16: MALDI-Spektrum von Cc+-accctgttat-Ahx-Cys P5 
 
Nach Lyophilisierung wurden sämtliche Cc+-Oligomere als gelbe, hygroskopische Sub-
stanz erhalten, die sich sehr gut in H2O löste. 
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4.5 Zusammenfassung 
 
Das vorangegangene Kapitel gibt einen Überblick über die synthetisierten PNA-
Sequenzen, ihre Modifikationen und die anschließende Aufreinigung. Der N-Terminus 
der Oligomere wurde acetyliert oder mit einer Metallocen-Carbonsäure (Cobaltoceni-
um/Ferrocen) konjugiert. Cobaltocenium wies während der Abspaltung vom Harz mit 
95%iger TFA eine hohe Stabilität auf. Um der Zersetzung von Ferrocen vorzubeugen, 
wurde der TFA 10% Phenol beigefügt. Abhängig vom gewählten Harz war der C-
Terminus der Oligomere entweder mit Lysin oder Cystein verknüpft. Letzteres soll spä-
ter eine Thiol-Bindung auf der Goldoberfläche ermöglichen. Die Löslichkeit in Wasser 
war in allen Fällen gegeben. Alle PNA-Oligomere konnten erfolgreich mit semi-
präparativer HPLC gereinigt werden und zeigten saubere MALDI-TOF-Massen-
spektren. 
 
 
5 UV-Schmelzexperimente 
5.1 Einleitung 
Setzt man DNA-Doppelstränge steigenden Temperaturen aus, so brechen die Wasser-
stoffbrückenbindungen zwischen den Watson-Crick-Basenpaaren auf, bis schließlich 
nur noch Einzelstränge vorliegen. Dieser Vorgang wird auch als Schmelzen oder Dena-
turieren bezeichnet (Abb. 5.1). Beim Herunterkühlen werden die Einzelstränge renatu-
riert, d.h. sie bilden erneut eine Doppelhelix. 
 
 
Abb. 5.1: Denaturierung einer DNA-Doppelhelix∗ 
 
Diese Prozesse können mit Hilfe der UV-Spektroskopie verfolgt werden, indem man 
die Absorption einer Lösung von Hybriden bei 260nm gegen die Temperatur aufzeich-
net.124, 125 Wenn der geordnete Zustand von π-gestapelten Basen im DNA-Duplex zer-
stört wird, nimmt die UV-Absorption zu. Die Differenz zwischen der Absorption der 
Einzelstränge und der des Duplex ist auf einen Effekt zurückzuführen, den man als Hy-
                                                 
 
 
∗ http://web.siumed.edu/bbartholomew/course_material/nucleic_acids.html 
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pochromizität bezeichnet. Dieser lässt sich auf die Absorption der Nukleobasen zurück-
führen, die im gestapelten und geordneten Zustand weniger Licht absorbieren, als im 
freien, ungebundenen Zustand. Das Profil der gegen die Temperatur aufgetragenen UV-
Absorption ergibt einen sigmoidalen Verlauf, an dessen Wendepunkt die Schmelztem-
peratur Tm abgelesen werden kann. 
 
 
Abb. 5.2: Kurvenverlauf während eines Schmelzexperimentes 
 
An diesem Punkt liegen gleiche Teile an gepaarten Strängen und Einzelsträngen vor. 
Mathematisch lässt sich Tm über das Maximum der 1. Ableitung der Schmelzkurve 
bestimmen. 
 
Abb. 5.3: Schmelzkurve (schwarze Linie) des Hybrids aus P1•D1 und ihre erste Ableitung (rote Linie) 
5.1  Einleitung 55 
 
 
Die Schmelztemperatur ist ein wichtiger Parameter für die Stabilität von Duplizes aus 
DNA, RNA und PNA. Für Hybride aus DNA- und RNA-Strängen ist sie stark abhängig 
von der Salzkonzentration des Puffers. Dafür verantwortlich ist die elektrostatische In-
teraktion von Ladungen im DNA-Rückgrat und Metall-Ionen aus dem Puffer. Daher ist 
bei Absenkung der Salzkonzentration auch eine Erniedrigung der Schmelztemperatur zu 
erwarten. Zur Aufzeichnung von Schmelzkurven von DNA•DNA- bzw. DNA•RNA-
Hybriden wird standardmäßig ein Phosphat-Puffer mit 0.1M NaCl verwendet.124 
Eine Hybridbildung aus PNA mit DNA bzw. RNA ist weitgehend unabhängig von der 
Salzkonzentration des Puffers, da das Rückgrat der PNA ungeladen ist.55  
Für Hybridisierungsexperimente auf der Goldoberfläche ist der Ausschluss von NaCl 
sogar unbedingt nötig, da sich Chlorid-Ionen auf Gold ablagern können und ein Störsig-
nal auf der Oberfläche ergeben.  
Bei der Hybridbildung von PNA mit DNA, RNA oder PNA wird die antiparallele An-
ordnung thermodynamisch bevorzugt.47, 105 Zudem findet die Hybridbildung in deutlich 
kürzerer Zeit statt.80, 126 Die Struktur antiparallel angeordneter PNA•DNA-Duplizes 
konnte mit 1H-NMR,56, 127 CD-Spektroskopie128 und Röntgenstrukturanalyse50, 129, 130 
geklärt werden. Sie bilden eine rechtsgängige Helix mit 13 Basenpaaren pro Windung, 
wobei sowohl Elemente der A-Form als auch der B-Form enthalten sein können. Die 
PNA•RNA-Doppelhelix hingegen weist eher Elemente der A-Form auf.131  
Duplizes aus zwei komplementären PNA-Strängen liegen in einer so genannten P-Form 
mit einer sehr weiten Helix (Länge = 28 Å) vor, bei der eine Windung aus 18 Basenpaa-
re besteht.52, 132, 133 
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Abb. 5.4: Modelle der Struktur von DNA•DNA-, PNA•DNA- und PNA•PNA-Duplizes (obere Reihe: 
Seitenansicht; untere Reihe: Sicht von oben)134 
 
Ein Hybrid aus PNA und DNA weist sequenzabhängig eine um ca. 1°C pro Base höhere 
Schmelztemperatur auf, verglichen mit dem entsprechenden DNA•DNA-Duplex.135 
Eine noch stabilere Bindung mit einer Erhöhung der Tm von 1.5°C pro Base geht PNA 
mit RNA im Vergleich zu entsprechenden DNA•RNA-Hybriden ein.80 
Die Bindung von PNA an DNA läuft mit hoher Sequenz-Spezifität ab, sodass Basen-
fehlpaarungen zu einem vergleichsweise starken Abfall der Schmelztemperatur führen. 
Die Differenz zwischen der Tm eines Hybrids aus zwei voll-komplementären Strängen 
und der eines Hybrids, bei dem ein Strang eine Basenfehlpaarung aufweist, wird mit 
dem Term ∆Tm umschrieben. Dieser Wert ist für PNA•DNA-Duplizes wesentlich höher 
als für entsprechende DNA•DNA-Duplizes, d.h. die PNA diskriminiert gegenüber einer 
Basenfehlstelle wesentlich besser. Abhängig von der Kettenlänge konnten Werte von 
∆Tm = 10-20°C für PNA•DNA-Hybride gemessen werden.41, 54 
Dabei ist die Lage der Basenfehlstelle von entscheidender Bedeutung: Hybridisie-
rungsexperimente von Igloi53 zeigen, dass eine intern gelegene Basenfehlstelle einen 
weitaus höher destabilisierenden Effekt ausübt als eine am C- oder N-Terminus gelege-
ne.  
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Die Verwendung von PNA als Sonde in der Biosensor-Technik ist aufgrund der hohen 
Stabilität von PNA•DNA-Hybriden und ihrer gut ausgeprägten Fähigkeit zur Diskrimi-
nierung gegenüber Basenfehlstellen als äußerst vielversprechend einzustufen. Im Ge-
gensatz zu DNA können relative kurze PNA-Ketten (8-13 Basenpaare) als Sonde die-
nen, da die Schmelztemperaturen der Hybride mit komplementären DNA-Targets aus-
reichend hoch sind.  
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5.2 Messungen 
Die sauberen HPLC-Fraktionen der PNA-Oligomere wurden in Phosphatpuffer mit 
0.1M NaCl gelöst und die Konzentration UV-photometrisch bei einer Wellenlänge von 
260nm und einer Temperatur von 70°C gemessen. Die Konzentrationsbestimmung der 
DNA-Stammlösungen wurde auf dieselbe Weise bei Raumtemperatur durchgeführt. Im 
Anschluß wurden PNA- und DNA-Lösungen in äquimolarem Verhältnis gemischt, in 
Küvetten gefüllt, kurz auf 70°C erhitzt und über eine halbe Stunde auf 4°C gebracht. 
Die Mischung wurde mit einer Aufheizrate von 0.5°C/min von 4°C auf 80°C erhitzt und 
die Absorption bei 260nm dabei aufgezeichnet. Von der sich daraus ergebenen sigmoi-
dal verlaufenden Schmelzkurve wurde die erste Ableitung gebildet und diese polyno-
miell angepasst (9er Ordnung/1000 Datenpunkte). 
Die synthetisierten PNA-Sequenzen wurden mit voll-komplementärer DNA verschiede-
ner Kettenlängen (siehe Abschnitt 5.2.1) sowie mit DNA, welche unterschiedlich posi-
tionierte Basenfehlstellen enthielt (siehe Abschnitt 5.2.2) hybridisiert, und die jeweili-
gen Schmelztemperaturen bestimmt. (siehe Abschnitt 5.2.3). Zusätzlich wurden 
Schmelzkurven von voll-komplementären DNA•DNA-Hybriden aufgezeichnet, um 
diese mit der Stabilität entsprechender PNA•DNA-Hybride zu vergleichen. 
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5.2.1 PNA•DNA (vollkomplementär) 
 
Die folgenden Übersichten beschreiben die gemessenen Hybridkombinationen aus kom-
plementären PNA- und DNA-Strängen.  
 
Meßreihe 1 
D1 3’ T A A T G G G A C A A T A G G G A T 5’
P1 N  Ac a c c c t g t t a t Lys    C 
P2 N  Fc a c c c t g t t a t Lys    C 
P4 N  Cc+ a c c c t g t t a t Lys    C 
P6 N  Cc+ a c c c t g t t a t Cys    C 
 
Meßreihe 2 
D2 3’ T A A T G G G A C A A T A G G G A T 5’
P1 N  Ac a c c c t g t t a t Lys    C 
P4 N  Cc+ a c c c t g t t a t Lys    C 
P3 N  Fc a c c c t g t t a t   Lys   Ahx   Cys C 
 
Meßreihe 3 
D3 3’ T A A T G G G A C A A T A G G G A T 5’
P5 N  Cc+ a c c c t g t t a t Ahx Cys  C 
P3 N  Fc a c c c t g t t a t  Lys   Ahx   Cys C 
 
Meßreihe 4 
D4 3’ T T T A T A T A A T G G G A C A A T 5’
P7 N  Cc+ t a t a t t a c c c Lys    C 
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Die dargestellten Duplizes sollten zur Untersuchung folgender Effekte dienen: 
 
• Auswirkung des DNA-Überhanges auf die Stabilität des PNA•DNA-Hybrids 
• Einfluß des Wegfalls dieses Überhanges 
• Einfluß von geladenen im Vergleich zu ungeladenen Aminosäuren am  
C-Terminus der PNA-Oligomere 
• Einfluß von aliphatischen C6-Linkern am C-Terminus der PNA-Oligomere 
 
Ausgehend von der in Kapitel 4.2 beschrieben DNA-Modellsequenz wurden DNA-
Oligomere der Kettenlänge n = 18, sowie eine zum 5’-Ende oder zu beiden Enden ver-
kürzte Sequenz verwendet.  
Als PNA-Sequenzen wurden die in Kapitel 4 synthetisierten verwendet. Mit Ausnahme 
von P7 weisen alle die gleiche Basenabfolge auf, jedoch unterscheiden sie sich in der 
Art der Verknüpfung zum C-Terminus: Oligomere mit positiv geladenem Lysin wurden 
verwendet, um den Einfluß der Ladung auf die Stabilität des Hybrids mit überhängender 
DNA zu untersuchen. Dementsprechend diente Sequenz P6 dazu, diesen Effekt auszu-
schalten, da das C-terminale Cystein keine Ladung enthält. Sequenz P7 enthält kein 
Guanin, und sollte zum Vergleich mit den Guanin-reicheren Sequenzen P1-P6 herange-
zogen werden. Die Cystein-haltigen Sequenzen P3 und P5 enthalten einen Aminohe-
xansäure-Linker. Zum einen war es interessant, den Einfluß eines aliphatischen C6-
Überhanges auf die Stabilität des Hybrids zu überprüfen. Zum anderen war dieser für 
die spätere Immobilisierung der PNA-Oligomere auf Gold-Oberflächen wichtig, da er 
als Platzhalter fungiert. Zusätzlich enthält Sequenz P3 ein weiters Lysin. Dieses wurde 
eingeführt, um die Wasserlöslichkeit des Fc-PNA-Oligomers zu erhöhen. Da Cc+-PNA-
Oligomere aufgrund der Ladung des Cobaltoceniums wesentlich besser in Wasser lös-
lich waren, wurde hier auf ein zusätzliches Lysin verzichtet. 
Messreihe 1 wurde durchgeführt, um den Einfluss des Überhangs am 3’- und 5’-Ende 
auf die Stabilität des entsprechenden PNA•DNA-Hybrids zu untersuchen. Dementspre-
chend wurde Meßreihe 2 durchgeführt, um diese Effekte auszuschalten, da hier beide 
Stränge die gleiche Länge aufweisen. Innerhalb von Messreihe 2 wurde das Fc-PNA-
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Oligomer P3 verwendet, um den Einfluß des aliphatischen Ahx-Linkers auf die Stabili-
tät des Hybrids zu überprüfen. 
Messreihe 3 sollte dazu dienen, die Schmelztemperaturen der Hybride zu untersuchen, 
die später auf Goldoberflächen aufgebracht wurden (siehe Kapitel 6.4.1 und 6.4.2). Für 
die Voraussage des Hybridisierungsverhaltens auf der Oberfläche ist diese Untersu-
chung unbedingt notwendig. In der DNA-Sequenz ist kein 5’-Überhang enthalten, da 
dieser eine Hybridisierung auf der Oberfläche sterisch hindern könnte. Mit Schmelz- 
experimenten in Lösung sollte geklärt werden, inwieweit der Wegfall des 5’-Über-
hanges der DNA, jedoch vorhandenem C6-Überhang der PNA die Stabilität beeinflus-
sen.  
Meßreihe 4 sollte exemplarisch zeigen, inwieweit sich die Abwesenheit von Guanin in 
der PNA-Sequenz P7 auf die Stabilität des entsprechenden Hybrids mit DNA auswirkt. 
In diesem Hybrid sind statt 4 G•C-Paaren (Messreihe 1) nur 3 enthalten. 
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5.2.2 PNA•DNA (mit Basenfehlstelle) 
 
Die folgenden Übersichten beschreiben die gemessenen Hybridkombinationen von 
PNA-Oligomeren mit DNA-Strängen, die eine interne oder terminal positionierte Fehl-
stelle beinhalten 
 
Meßreihe 5 
 
D5 3’ T A A T G G G C C A A T A G G G A T 5’ 
P1 N  Ac a c c c t g t t a t Lys    C 
P2 N  Fc a c c c t g t t a t Lys    C 
P4 N  Cc+ a c c c t g t t a t Lys    C 
 
 
Meßreihe 6: 
D6 3’ T A A T G G G A C A A T C G G G A T 5’ 
P1 N  Ac a c c c t g t t a t Lys    C 
P4 N  Cc+ a c c c t g t t a t Lys    C 
 
Meßreihe 7 
D7 3’ T A A T G G G C C A A T A      5’ 
P3 N  Fc a c c c t g t t a t   Lys  Ahx  Cys C 
 
Meßreihe 8 
D8 3’ T A A C G G G A C A A T A      5’ 
P3 N  Fc a c c c t g t t a t   Lys  Ahx  Cys C 
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In diesen Messreihen wurden DNA-Sequenzen verschiedener Länge und mit unter-
schiedlich positionierter Basenfehlstelle hinsichtlich ihres Hybridisierungsverhaltens 
mit den synthetisierten PNA-Dekameren untersucht. Um herauszufinden, in welchem 
Maße sich die Position der Basenfehlstelle destabilisierend auf die Schmelztemperatur 
auswirkt, wurden acetylierte sowie mit einem Metallocen konjugierte Oligomere mit 
18Bp langer DNA hybridisiert. Um den Effekt der Fehlstellen-Position zu ermitteln, 
wurden DNA-Oligomere mit interner sowie mit terminaler Fehlstelle verwendet. 
In den hier vorliegenden Systemen wurde lediglich eine C•T-Fehlstelle untersucht, wel-
che einen vergleichsweise hohen Destabilisierungseffekt hat. (siehe 5.3). 
Messreihen 7 und 8 sollten dazu dienen, die Schmelztemperatur von Hybriden aus  
Fc-PNA mit Fehlstellen-haltiger DNA zu bestimmen, die später auf Goldoberflächen 
aufgetragen wurden. Diese Experimente waren wichtig, um die Temperaturbedingungen 
für die elektrochemischen Messungen auf der Oberfläche zu optimieren und das Hybri-
disierungsverhalten im Vorfeld zu prüfen. Die Fehlstelle in Messreihe 8 liegt nicht- wie 
in Messreihe 6- an C-terminaler, sondern an N-terminaler Position. Diese Maßnahme 
diente der Untersuchung des Elektronentransfers, welcher sich vom N-terminal gebun-
denen Ferrocen durch das Oligomer zur Goldelektroden-Oberfläche vollzieht. Daher ist 
es sinnvoll, die Fehlstelle gegenüber des N-Terminus zu positionieren. In Messreihe 7 
und 8 wurden lediglich Fc-PNA-Oligomere in ihrem Hybridisierungsverhalten mit 
Fehlstellen-haltiger DNA untersucht, da diese später mit CV und SWV vermessen wur-
den. 
5.2.3 DNA•DNA (voll-komplementär) 
 
D1 3’ T A A T G G G A C A A T A G G G A T 5’
D9 5’    A C C C T G T T A T      3’
 
Die resultierende Schmelztemperatur betrug für dieses System 39.4±0.4°C∗ 
                                                 
 
 
∗ Mittelwert aus 4 Messungen 
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5.3 Ergebnisse und Interpretation 
5.3.1 PNA•DNA (voll-komplementär) 
 
Ergebnisse Meßreihe 1 
Hybridsystem Tm∗ 
D1•P1 45.3 
D1•P2 45.8 
D1•P4 46.3 
D1•P6 42.4 
 
Ergebnisse Meßreihe 2 
Hybridsystem Tm∗ 
D2•P1 38.5 
D2•P4 37.3 
D2•P3 42.8 
 
Ergebnisse Meßreihe 3 
Hybridsystem Tm∗ 
D3•P5 42.6 
D3•P3 44.3 
 
Ergebnisse Meßreihe 4 
Hybridsystem Tm∗ 
D4•P7 36.5 
 
                                                 
 
 
∗ Mittelwert aus 2 Messungen 
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Bei der Hybridisierung der unmodifizierten PNA-Dekamere (mit und ohne Metallkom-
plex) mit an beiden Seiten überhängender DNA wurden Schmelztemperaturen von  
45-46°C erhalten. Vergleicht man diese Daten mit denen äquivalenter DNA•DNA-
Hybride (D1•D9), so wird die höhere Stabilität von PNA•DNA- im Vergleich zu 
DNA•DNA-Hybriden offensichtlich. Die Differenz beträgt ~5-7°C.  
Es zeigte sich, dass der Metallkomplex offensichtlich keinen nennenswerten Einfluß auf 
die Stabilität des Hybrids ausübt, wie aus den Tm-Werten der Hybride mit den unter-
schiedlichen PNA-Dekameren innerhalb von Messreihe 1 ersichtlich ist.  
Beim Vergleich der Daten aus Messreihe 1 mit denen aus Messreihe 2 wird offensicht-
lich, welchen Einfluß der 3’-5’-Überhang auf die Stabilität des Hybrids ausübt. Die 
Hybride aus Meßreihe 2 ergaben Schmelztemperaturen von 37-38°C (Ausnahme 
Duplex D2•P3; Erklärung Seite 66), und liegen damit in ihrer Stabilität deutlich unter 
der von Hybriden mit überhängender DNA (Differenz ~7-8°C). Datta und Armitage136 
begründen diese Stabilisierung durch den Überhang mit einer Zunahme der Enthalpie, 
bedingt durch die zusätzliche Stapelung der überhängenden DNA-Basen mit denen des 
komplementären Stranges im Duplex. Sie berichteten, dass dieser Effekt für 
PNA•DNA-Hybride ausgeprägter ist als für DNA•DNA-Hybride, da die Schleife in der 
PNA•DNA-Helix weiter, und somit der Kontakt der Basen zur Umgebung stärker aus-
geprägt ist. Weiterhin stellten sie fest, dass ein Überhang am 3’-Ende eine stärkere Sta-
bilitätserhöhung nach sich zieht als ein Überhang am 5’-Ende. Der Stabilisierungseffekt 
am 5’-Ende ist jedoch an das Vorhandensein eines geladenen Lysins am C-Terminus 
der PNA gebunden; beim Wegfall dieser Aminosäure sinkt die Schmelztemperatur. 
Vernille et al.137 untersuchten den Effekt von DNA-Überhängen auf gegenüberliegende, 
an die PNA gebundene anionische Glutaminsäure-Einheiten. Hier stand die durch elekt-
rostatische Abstoßung zwischen den Anionen der Glutaminsäure und denen des DNA-
Rückgrates bedingte Destabilisierung im Vordergrund. Ähnliche Effekte wurde von 
Ratilainen et al.134 beobachtet: Hierbei wurde die Interaktion zwischen kationischem 
Lysin (gebunden an PNA) und dianionischem Fluorescein (gebunden an DNA) unter-
sucht und eine Stabilisierung dieses Hybrids festgestellt. Umgekehrt jedoch wirkte sich 
ein an die PNA gebundenes Fluorescein stark destabilisierend auf das Hybrid aus, da 
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eine elektrostatische Abstoßung zwischen der negativen Ladung des Fluoresceins und 
denen der gegenüberliegenden DNA eintrat. 
Das in Meßreihe 1 beschriebene Hybridsystem wird schematisch in Abb. 5.5 wiederge-
geben. In diesem Hybridsystem tritt am C-Terminus der PNA eine Stabilisierung ein, 
die durch die Anziehung des positiv geladenen Lysins mit dem negativ geladenen  
5’-DNA-Überhang zustande kommt (Stabilisierungseffekt B). Zusätzlich ist ein Stabili-
sierungseffekt, wie er durch Datta und Armitage beschrieben wurde, für das 3’-Ende zu 
beobachten (Stabilisierungseffekt A).  
 
3´-TAATGGGACAATAGGGAT-5´
(N) X-accctgttat-Lys (C)Stabilisierungeffekt                 A
Stabilisierungseffekt 
                B
(X = Ac, Fc, Cc+)  
Abb. 5.5: Schematische Darstellung des Hybridsystems aus Meßreihe 1. Erklärung der Stabilisie-
rungseffekte A  und B im Text 
 
Wie verhält es sich nun mit der Stabilität des Duplexes, wenn einer oder beide Stabili-
sierungseffekte wegfallen? 
Zur Beantwortung dieser Frage sollen die in Meßreihe 1-3 vermessenen Hybridsysteme 
vereinfacht dargestellt werden.  
DNA-Sequenz D1 (18 Basen)
DNA-Sequenz D2 (10 Basen)
DNA-Sequenz D3 (13 Basen)
PNA-Sequenz (10 Basen)
3´
3´
3´ 5´
5´
5´
CN  
Die Schmelztemperaturen für ein System mit an beiden Seiten überhängender DNA 
liegen zwischen 45 und 46°C (Hybride D1•P1, D1•P2, D1•P4). Hier sind beide Stabili-
sierungseffekte vorhanden.  
  Lys
3´ 5´
 
Ein Sonderfall stellt das Hybrid-System D1•P6 dar:  
  Cys
3´ 5´
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Hier hängt die DNA zwar zu beiden Seiten über, jedoch enthält die PNA das ungelade-
ne Cystein statt des geladenen Lysins. Dadurch fällt der Anziehungseffekt von Lysin 
zum DNA-Überhang weg, sodass die Schmelztemperatur um 3-4°C auf 42 °C sinkt. 
 
Zunächst soll auf den Wegfall von Stabilisierungseffekt B bei Erhalt des Stabilisie-
rungseffektes A eingegangen werden, d.h. am C-Terminus der PNA fällt der 5’-Über-
hang der DNA weg, während er am N-Terminus erhalten bleibt (D3•P3; D3•P5). 
(Lys)-Ahx-Cys
3´ 5´
 
Die Stabilität dieses Systems ist mit Schmelztemperaturen zwischen 42 und 44°C im-
mer noch relativ hoch. Vermutlich wirkt sich neben dem 3’-Überhang auch der C6-Ahx-
Linker stabilisierend aus. Eine vergleichbare Stabilitätserhöhung war zuvor von  
Vernille137 beobachtet worden, der einen Zuwachs der Schmelztemperatur von ca. 3°C 
für ein System aus nicht überhängender DNA und einen C12-Rest enthaltender PNA im 
Vergleich zu einem System ohne diesen Rest gemessen hatte.  
PNA-Sequenz P3 enthält aus Löslichkeitsgründen ein zusätzliches Lysin, welches bei 
Sequenz P5 nicht vorhanden ist. Dieses scheint ein leicht stabilisierenden Einfluß zu 
besitzen, da die Schmelztemperatur von Hybrid D3•P3 gegenüber D3•P5 um 1.7°C 
erhöht ist.  
 
Beim Wegfall beider Stabilisierungseffekte, d.h. bei Hybriden aus gleich langen Strän-
gen (Meßreihe 2; D2•P1; D2•P4; D2•P3) ist die Stabilität deutlich niedriger. 
Lys
3´ 5´
 
Die Schmelztemperatur bei den Hybriden D2•P1 und D2•P5 fällt hier um 7-8°C auf 37-
38°C im Vergleich zu den Systemen aus Meßreihe 1. Diese Abnahme war zu erwarten 
und lehnt sich an die Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen an.134, 136, 137 
 
Ungewöhnlich hoch liegt der Tm-Wert für Hybrid D2•P3. 
Lys-Ahx-Cys
3´ 5´
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Eine Schmelztemperatur von ca. 43°C wird hier vermutlich durch den langen PNA-
Überhang bestehend aus Lysin, Aminohexansäure-Linker und Cystein verursacht, der 
das Hybrid zu stabilisieren scheint.  
 
Es sei angemerkt, dass die thermische Stabilität stark sequenzabhängig ist. Im Allge-
meinen erhöht ein hoher G•C-Gehalt die Schmelztemperatur deutlich,138, 139 da dieses 
Basenpaar über 3 Wasserstoffbrückenbindungen miteinander verknüpft ist. In Messrei-
he 4 (P7•D4) ist ein System vorgestellt, bei dem der G•C-Gehalt von 4 auf 3 Einheiten 
reduziert wurde. Die Schmelztemperatur dieses Hybrids liegt bei 36-37°C, was einen 
Tm-Abfall von 8-9°C im Vergleich zu den übrigen (G•C-reicheren) Systemen bedeutet. 
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5.3.2 PNA•DNA (mit Basenfehlstelle) 
 
Ergebnisse Meßreihe 5  
Hybridsystem Tm∗ 
D5•P1 29.7 
D5•P2 32.1 
D5•P4 29.0 
 
Ergebnisse Meßreihe 6 
Hybridsystem Tm∗ 
D6•P1 40.9 
D6•P4 40.1 
 
Ergebnisse Meßreihe 7 
Hybridsystem Tm∗ 
D7•P3 28.1 
 
Ergebnisse Meßreihe 8 
Hybridsystem Tm∗ 
D8•P3 36.2 
 
Der Einfluß von Basenfehlstellen in DNA-Strängen auf die Stabilität der daraus gebil-
deten Duplizes mit DNA oder PNA ist vielfältig untersucht worden.51, 53, 54, 80, 140, 141 
Prinzipiell eignen sich DNA-Oligomere weniger zur sequenz-spezifischen Detektion 
einzelner Basenfehlstellen. In einigen vergleichenden Messungen konnte festgestellt 
                                                 
 
 
 
 
 
∗ Mittelwert aus 2 Messungen 
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werden, dass PNA das doppelte Ausmaß an Diskriminierung gegenüber Fehlstellen 
aufwies wie entsprechende DNA.47  
Die Untersuchung des Hybridisierungsprozesses von auf Oberflächen immobilisierten 
DNA- oder PNA-Oligomeren mit DNA-Strängen, die eine Basenfehlstelle aufweisen, 
stellt einen Sonderbereich dar. 40, 41, 73, 74, 80, 142, 143 Dieser dient im Sinne der Biosensor-
Technik dem gezielten Aufspüren von Fehlstellen. 
Der Grad der Destabilisierung, bedingt durch die Basenfehlstelle, ist abhängig von fol-
genden Parametern: 
 
• Position der Basenfehlstelle 
• Art der ausgetauschten Base 
• Umgebung der Basenfehlstelle 
 
Zur Untersuchung des Einflusses, den die Position der Basenfehlstelle ausübt, wurden 
zwei DNA-Stränge (D5 und D6), die jeweils unterschiedlich positionierte Fehlstellen 
enthielten, mit den PNA-Dekameren hybridisiert (siehe Meßreihe 5 und 6). Der DNA-
Strang aus Meßreihe 5 weist einen C:T-Austausch in interner Position auf (Pos. 8, aus-
gehend vom 3’-Ende), während der in Meßreihe 6 beschriebene DNA-Strang einen 
C:T-Austausch in terminaler Position (Pos. 13, ausgehend vom 3’-Ende) beinhaltet 
(siehe dazu Abb. 5.6). 
Pos.8    Pos.13
3´ 5´
 
Abb. 5.6: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Positionen der Fehlstellen in der  
DNA-Sequenz 
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Die Messungen zeigen, dass eine interne Basenfehlstelle einen stark destabilisierenden 
Effekt ausübt. Hier sank die Schmelztemperatur auf ca. 30°C, was einen ∆Tm-Wert von 
~15°C im Vergleich zum voll-komplementären Hybrid mit DNA-Überhang bedeutet. 
Eine terminal positionierte Basenfehlstelle hingegen führte zu Schmelztemperaturen 
von 40-41°C, was eine Differenz von nur 4-5°C zum voll-komplementären System dar-
stellt. Diese Beobachtungen zeigen, dass eine interne Fehlstelle eine deutlich höher aus-
geprägte Destabilisierung mit sich bringt, als eine endständige. Vergleichbare Resultate 
wurden von Igloi53 gewonnen, welcher die Stabilität von Hybriden mit Hilfe der Affini-
täts-Elektrophorese messen konnte. Dabei ist die PNA in einem Gel immobilisiert, wäh-
rend sich die DNA über Migration im elektrischen Feld bewegt. Igloi untersuchte zahl-
reiche Positionen von Basenfehlstellen und fand ein Minimum an Stabilität bei Fehlstel-
len, die vier Basen von beiden Termini entfernt lagen. Die dort präsentierte A:G-
Fehlstelle verursachte eine Differenz von 25°C zum voll-komplementären Hybrid, was 
deutlich die Tm-Absenkung des Hybrid-Systems aus Meßreihe 5 übertrifft. Grund dafür 
ist vermutlich die unterschiedliche Umgebung der Fehlstelle: Sie ist im Falle von Meß-
reihe 5 beidseitig von einem G•C-Paar umgeben, während sie bei Igloi von einem G•C- 
und einem A•T-Paar eingeschlossen ist. Studien von Allawi und Aboul-ela144-146 bele-
gen, dass eine A•T-Umgebung einen höher stabilisierenden Effekt auf die Fehlstelle 
ausübt, als eine G•C-Umgebung. Dies erklärt, warum die Schmelztemperatur für das 
Hybrid aus Meßreihe 5 höher ist als für das von Igloi gemessene. 
Weiterhin stellte Igloi fest, dass eine terminale Fehlstelle eine weitaus niedrigere De 
stabilisierung von ∆Tm = 4°C mit sich zog, was ungefähr den Werten aus Meßreihe 6 
entspricht. Zusätzlich charakterisierte er den durch die Art der ausgetauschten Base ver-
ursachten Effekt. Seinen Beobachtungen zufolge rufen eine G:T- oder T:T-Fehlstelle 
eine deutlich geringere Destabilisierung hervor als eine A:A- oder G:G-Fehlstelle. Diese 
Effekte wurden auch von Ratilainen et al. bestätigt.54, 147 
Zu leicht anderen Stabilisierungswerten gelangt eine Studie von Peyret et al.140 Seinen 
Beobachtungen zufolge nimmt die Stabilität in der folgenden Reihenfolge ab:  
 
G•C > A•T > G:G > G:T ≈ G:A > T:T ≈ A:A > T:C ≥ A:C ≥ C:C 
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In den hier vorliegenden Systemen wurde lediglich eine C:T-Fehlstelle untersucht, wel-
che laut den angegebenen Literatur-Quellen einen vergleichsweise hohen Destabilisie-
rungseffekt hat. 
Die Meßreihen 7 und 8 beinhalten Hybride, die im späteren Verlauf dieser Arbeit auf 
Goldoberflächen aufgetragen wurden (P3•D7; P3•D8). Es sei angemerkt, dass hier nur 
Fc-PNA-Oligomere untersucht wurden, da nur diese später mit CV und SWV vermes-
sen wurden. Da der Metall-Komplex aber keinen wesentlichen Einfluß auf die Stabilität 
zeigt (siehe weiter oben), sind die gemessenen Werte wahrscheinlich auf vergleichbare 
Systeme mit Cc+-PNA-Oligomeren übertragbar. Die Schmelztemperaturen wurden be-
stimmt, um die Temperaturbedingungen während der cyclovoltammetrischen Messun-
gen zu optimieren und das Hybridisierungsverhalten im Vorfeld zu prüfen. Da das Hyb-
rid aus Meßreihe 7 (P3•D7) nur eine Tm von 28°C aufweist, muss die CV-Messung bei 
erniedrigter Temperatur durchgeführt werden. Bei Raumtemperatur würde bereits De-
hybridisierung auftreten. Das Hybrid aus Meßreihe 8 (P3•D8) zeigt eine Tm von 36°C, 
sodass die Messung bei leicht höherer Temperatur (ca. 15°C) stattfinden kann. 
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5.4 Zusammenfassung 
Die im Rahmen dieser Arbeit vermessenen voll-komplementären PNA•DNA-Hybride 
weisen – verglichen mit äquivalenten DNA•DNA-Systemen – eine um 5-6°C höhere 
Stabilität auf. Die Konjugation mit einem Metallocen (Cc+, Fc) hat keinen wesentlichen 
Einfluß auf die Stabilitätswerte der entsprechenden Hybride.  
Die Untersuchung der Hybrid-Stabilität von PNA gegenüber DNA unterschiedlicher 
Länge zeigte, dass die Schmelztemperatur bei voll-komplementären Systemen stark 
davon abhängt, ob ein stabilisierender DNA-Überhang zu beiden Seiten, einseitig oder 
gar nicht vorhanden ist (siehe Abb. 5.7) 
 
Abb. 5.7: Balkendiagramm zur Darstellung der Schmelztemperaturen verschiedener Hybrid-Systeme  
 
Balken 1 gibt das System wieder, in dem die DNA zu beiden Seiten überhängt. Die 
Schmelztemperaturen liegen hier zwischen 45 und 46°C. Wird das geladene Lysin ge-
gen das ungeladene Cystein ausgetauscht (Balken 3), fällt der Stabilisierungseffekt 
durch die elektrostatische Anziehung zwischen Lysin und DNA-Überhang weg, sodass 
die Schmelztemperatur auf 42°C sinkt. 
Ein Wegfall des 5’-Überhangs (Balken 2) beeinflusst die Stabilität nur leicht. Die 
Schmelztemperatur ist mit 43-44°C immer noch recht hoch. 
Fallen beide Überhänge weg, so ist ein starker Abfall der Schmelztemperatur zu beo-
bachten. Verglichen mit einem System, bei dem die komplementäre DNA an beiden 
Seiten überhängt, sinkt die Schmelztemperatur um 7-8°C.  
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Ist in diesem System ein aliphatischer C6-Linker am C-Terminus vorhanden, so tritt ein 
Stabilitätszuwachs von 4-5°C ein. 
Die Versuche zur Aufklärung der Einflüsse von Lage und Umgebung einer Basenfehl-
stelle auf die Stabilität der Hybride ergaben eine starke Destabilisierung bei internen 
und eine mäßige Destabilisierung bei terminalen Fehlstellen. Diese Beobachtungen ste-
hen im Einklang mit Literaturwerten.53, 54 
Im Sinne einer Array-Technologie, die auf der Detektion von Target-DNA basiert, 
konnte durch die in diesem Kapitel vorgestellten Experimente gezeigt werden, dass 
PNA-Oligomere aufgrund der diskriminierenden Eigenschaften gegenüber Fehlstellen 
als Sonde geeignet sind. 
 
 
6 Immobilisierung von Metallocen-PNA auf Gold-
elektroden  
6.1 Einleitung 
Ein Phänomen bei der Immobilisierung von adhäsiven Molekülen auf Oberflächen ist 
die Ausbildung von Monoschichten durch organisierte Adsorption („SAM“ = self-
assembled monolayer“). Diese Technik erlaubt vielfältige Modifikationen von Oberflä-
chen sowie die Untersuchung von Interaktionen zwischen immobilisierten Spezies. 
Durch die Substitution der dem Substrat abgewandten Kopfgruppe mit unterschiedli-
chen Funktionalitäten können die Oberflächeneigenschaften auf einfache Weise modifi-
ziert werden. Da die SAMs eine wohldefinierte Struktur aufweisen, die sich durch zahl-
reiche analytische Methoden charakterisieren lässt, eignen sie sich besonders gut für die 
Array-Technologie. 
Ein Beispiel für adhäsive Moleküle stellen Thiole dar, die auf einer Vielzahl von Me-
tallsubstraten (Au, Ag, Cu, Pt, Hg) durch Bildung einer kovalenten Bindung adsorbie-
ren. Die Ausbildung der Bindung zwischen Thiolen und Gold ist hinreichend mit Hilfe 
von Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS),148-150 FT-IR,151 Elektrochemie152, 153 
und Raman-Spektroskopie154, 155 aufgeklärt worden. Als Prototyp der SAMs gelten or-
ganische Monoschichten aus n-Alkanthiolen auf Gold.149, 156, 157 
In dieser Arbeit wurde ausschließlich Gold als Substrat gewählt, um die Vergleichbar-
keit mit anderen Arbeiten zu gewährleisten. 
 
Wie organisieren sich Thiole auf Gold-Oberflächen? 
Nach Eintauchen des Goldsubstrates in die Lösung des gewünschten Thiol-Derivates 
adsorbieren die Moleküle innerhalb von Minuten (Abb. 6.1). Die Phase der Organisati-
on kann, abhängig von den verwendeten Molekülen, zwischen 15 Stunden und 5 Tagen 
dauern. Die Au-S-Bindung ist mit ca. 40kcal/mol sehr stabil.158 
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Gold-Substrat
Thiol-Lösung
Adsorption
Organisation
über 5 Tage
 
Abb. 6.1: Herstellung von self-assembled monolayers (SAMs) 
 
Auf diese Weise ist es möglich, thiol-modifizierte Biomoleküle wie Peptide, DNA oder 
PNA auf Gold-Oberflächen zu immobilisieren. Die Dichte wird deutlich von der Art der 
Moleküle beeinflusst. Die späteren Kapitel werden zeigen, dass z.B. das Vorhandensein 
von geladenen DNA-Strängen eine vergleichsweise geringe Dichte zur Folge hat.  
Zur Charakterisierung der Oberflächenstruktur stehen zahlreiche analytische Verfahren 
zur Verfügung: 
• Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) 
• Ellipsometrie 
• IR-Spektroskopie 
• Elektrochemie 
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Die Kopplung redoxaktiver Marker an Thiol-Ketten159-161 oder DNA-Oligomere106, 113, 
114, 116 wurde in der Literatur vielfach aufgegriffen. Eine Immobilisierung dieser Mole-
küle auf einer Elektrodenoberfläche eröffnet den Zugang zur elektrochemischen Cha-
rakterisierung und Quantifizierung der Oberflächenbelegung. Eine derartige Fixierung 
von redoxaktiven Gruppen auf der Elektrodenoberfläche weist folgende Vorteile auf: 
 
• Jede redoxaktive Gruppe verfügt über den selben Abstand zur Elektrode 
• Effekte wie Diffusion und Massentransfer sind weitgehend eliminiert 
• Die chemische Umgebung der redoxaktiven Gruppe 
kann gut kontrolliert werden 
• Die Charakterisierung der Oberfläche ist weitgehend unabhängig von 
vorhandenen Lücken in der Monoschicht 
 
Da PNA gegenüber DNA deutliche Vorteile in Bezug auf Stabilität und Selektivität 
aufweist (Kapitel 5), ist die Nutzung von PNA-Oligomeren als Sonde in der Biosensor-
Technik eine logische Konsequenz. Das vorliegende Kapitel beschreibt die Immobili-
sierung von Metallocen-PNA und die Charakterisierung über CV, SWV, XPS, elektro-
chemische Impedanzspektroskopie sowie Ellipsometrie.  
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6.2 Cyclovoltammetrie und Square-Wave-Voltammetrie 
 
Cyclovoltammetrie (CV) 
 
Im Gegensatz zur Chronoamperometrie, bei der das Potential sehr schnell von einem 
Wert, bei dem noch kein Strom fließt, auf einen Wert im Grenzstrombereich verändert 
wird, beschreibt die Cyclovoltammetrie einen Potentialverlauf mit konstanter Span-
nungsvorschubgeschwindigkeit ν (Abb. 6.2). Man variiert dabei die Spannung, ange-
fangen vom Startpotential Estart bis zu einem Umschlagpotential Eλ, und kehrt dann die 
Richtung um, bis erneut Estart erreicht wird. Während die Chronoamperometrie beson-
ders für die quantitative Untersuchung einfacher Elektrodenvorgänge geeignet ist, lie-
fert die Cyclovoltammetrie auch über sehr komplizierte Mechanismen, wie z.B. gekop-
pelte elektrochemische Reaktionen (ECE-Mechanismen), qualitative Aussagen. Oft ist 
es auch möglich, quantitative Werte abzuleiten, was in späteren Kapiteln gezeigt wer-
den wird.  
 
Estart
Eλ
E
t
E1
E2
0
E
t  
Abb. 6.2: Zeitlicher Potentialverlauf eines chronoamperometrischen (links) und eines cyclovoltam-
metrischen Experiments (rechts) 
 
Gewöhnlich wird das Potential proportional zur Zeit variiert, wobei die Spannungsvor-
schubgeschwindigkeit zwischen 10mV/s und 1000V/s für konventionelle Platin- oder 
Graphit-Elektroden und bis zu 106V/s für Mikroelektroden liegt. Während des Experi-
mentes wird der resultierende Strom gegen das Potential aufgezeichnet. Bei Betrachtung 
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eines Cyclovoltammogramms wird offensichtlich, dass die drei Parameter Strom, Zeit 
und Potential zweidimensional dargestellt werden. In nur einem Diagramm werden  
anodische und kathodische Ströme beschrieben; zugleich können Aussagen über die 
Reversibilität des Redoxvorganges gewonnen werden.  
 
Abb. 6.3: E-I-Kurvenverlauf eines cyclovoltammetrischen Experimentes (Epa und Epc = anodische 
und kathodische Peakpotentiale; ipa und ipc= anodische und kathodische Peakströme) 
 
Zur Erklärung des Kurvenverlaufs soll zunächst der Redox-Prozess des Eisens betrach-
tet werden: 
Fe2+         Fe3++ e-  
Die Kurve beginnt bei einem Zustand, bei dem an der Elektrodenoberfläche ausschließ-
lich Fe2+ vorhanden ist. Bei Erhöhung des Potentials mit konstanter Spannungsvor-
schubgeschwindigkeit wird bei Erreichen des Standard-Potentials Fe2+ zu Fe3+ oxidiert, 
bis sich bei an der Elektrodenoberfläche ein Gleichgewichtszustand einstellt: 
Fe2+         Fe3++ e-  
Der resultierende Strom erreicht hier sein Maximum Ipa bzw. Ip(ox). Die dabei entstehen-
de Diffusionsschicht verhindert, dass weiteres Fe2+ zur Elektrodenoberfläche gelangt, 
sodass der Stromfluss in der Folge wieder leicht absinkt. Bei Erreichen des Punktes Eλ 
wird die Potentialrichtung umgekehrt, sodass Fe3+ wieder reduziert wird. Die Vorgänge 
verlaufen dann in umgekehrter Weise, bis das Start-Potential wieder erreicht ist.  
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Bei reversiblen Redox-Reaktionen mit relativ schnellen Elektronentransfer-
Geschwindigkeiten erhält man auch bei niedrigen Spannungsvorschubgeschwindigkei-
ten den in Abb. 6.3 gezeigten Kurvenverlauf. Bei Redox-Reaktionen mit niedrigeren 
Transfergeschwindigkeiten kann sich an der Oberfläche nur sehr langsam ein Gleich-
gewicht aufbauen. Bei niedrigen Spannungsvorschubgeschwindigkeiten wird daher kei-
ne Rückreaktion erreicht. Da diese erst bei Erhöhung von ν erreicht wird, bezeichnet 
man diese Art der Redoxreaktion auch als quasi-reversibel.  
Die CV-Messung liefert einige wichtige Parameter: Zum einen betrachtet man das Ver-
hältnis der Peakströme Ipa/Ipc zueinander, zum anderen die Auftrennung der Peakpoten-
tiale Epa-Epc. Ein ideal reversibles System weist folgende Charakteristika auf: 
 
• Verhältnis der Peakströme: Ipa/Ipc = 1 
• Peakseparation: Epa-Epc ≈ 58mV 
• Proportionalität zwischen Ipa und Ipc zu ν  
 
Für die anodischen Ströme wird gewöhnlich die Nulllinie als Basislinie verwendet. 
Schwieriger ist es jedoch, eine Basislinie für die kathodischen Ströme zu definieren. 
Eine Möglichkeit wird in Abb. 6.3 wiedergegeben: hier wird die Verlängerung der Null-
linie des anodischen Stromes als Basislinie festgelegt.162 Bei CV-Messungen von Ober-
flächen-immobilisierten, elektroaktiven Spezies lässt sich diese Methode nur schwer 
umsetzen, da der Kurvenverlauf meistens weniger definiert ist. Eine Alternative zur 
Festlegung der Basislinie wird in Kapitel 6.4 präsentiert. 
Der kapazitive Ladestrom ist eine wichtige Kenngröße bei der cyclischen Voltammetrie. 
Er beruht auf der Tatsache, dass sich die in den Elektrolyten eintauchende Elektrode 
wie ein Kondensator verhält. Bei Anlegen einer Spannung akkumulieren sich Elektro-
nen auf der Oberfläche, d.h. es resultiert eine Ladung qm als sehr dünne Schicht (<0.1Å) 
auf der Metalloberfläche und eine entgegengesetzte Ladung qs in der Lösung, wobei 
qm = -qs. Die Orientierung der entgegengesetzten Ladungen wird auch als elektrochemi-
sche Doppelschicht bezeichnet. Bei einem angelegten Potential gilt: 
q/E = Cdl 
wobei Cdl die Kapazität der Doppelschicht darstellt.  
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Der Betrag des kapazitiven Ladestroms ergibt sich aus: 
|Ic| = A·Cdl·ν 
Anders als beim chronoamperometrischen Experiment, bei dem der kapazitive Lade-
strom schnell verebbt, fließt er bei einem cyclovoltammetrischen Experiment kontinu-
ierlich. Aus der oben genannten Gleichung ergibt sich, dass er bei Erhöhung der Span-
nungsvorschubgeschwindigkeit zunehmend an Bedeutung gewinnt. Dies erklärt die Li-
mitierung der Cyclovoltammetrie bei hohen Spannungsvorschubgeschwindigkeiten. Zur 
Auswertung von Cyclovoltammogrammen muss deshalb der kapazitive Ladestrom stets 
eingerechnet werden.  
Das Halbstufen-Potential E1/2 kann über (Epa+Epc)/2 bestimmt werden. In manchen Fäl-
len ist der Peak jedoch zu breit, um ein aussagekräftiges Maximum erhalten zu können. 
Hier ist es sinnvoll, das Potential auf halber Höhe des Peaks (Ep/2) zu bestimmen, wel-
ches sich auf Höhe von Ip/2 befindet. 
*
Ep/2
 
Abb. 6.4: Bestimmung des Ep/2-Wertes 
 
Interessante Aussagen lassen sich treffen, wenn man das gleiche System bei unter-
schiedlichen Spannungsvorschubgeschwindigkeiten ν misst. Während die Lage der 
Peakpotentiale weitgehend unabhängig von ν ist, ist eine Linearität zwischen den 
Peakströmen und ν  zu erkennen. Dieses gilt für die Messung von Substanzen in Lö-
sung, da der Redoxprozeß hier diffusionskontrolliert abläuft.  
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Die dazugehörige Gleichung lautet: 
Ip= (2.69·105)·n2/3·A·DO1/2 ·CO* · ν  
(Ip: Peakstrom in Ampere; n: Anzahl der übertragenden Elektronen; A: Fläche der Elektrode in cm2; DO: 
Diffusionskoeffizient in cm2/s; CO*: Konzentration des Analyten in mol/cm3; ν: Spannungsvorschubge-
schwindigkeit in V/s) 
 
Bei der Messung von auf Oberflächen immobilisierten redoxaktiven Systemen tritt der 
Einfluß der Diffusion in den Hintergrund. Hier sind die Peakströme proportional zu ν, 
was sich aus folgender Gleichung ersehen lässt: 
Ip= n2 ·F2 ·ν·A·ГO*/4RT 
(n: Anzahl der übertragenen Elektronen; A: Oberfläche der Elektrode in cm2; F: Faraday-Konstante 
9.64853·104C; ГO*: Oberflächenkonzentration in mol pro Fläche A; R: allgemeine Gaskostante 
8.31447J·mol-1·K-1; T: Reaktionstemperatur in K) 
 
Die Fläche unter der Reduktions- bzw. Oxidationskurve repräsentiert die Ladung, die 
für die Reduktion bzw. Oxidation des gesamten immobilisierten elektrochemischen  
Materials notwendig ist und wird durch den Term n·F·A·ГO* ausgedrückt. Bei reversib-
len Redoxvorgängen mit hoher Geschwindigkeitskonstante (kEC) wird die gesamte Men-
ge an immobilisierter redoxaktiver Spezies umgesetzt. Hier kommt ein weiterer Faktor 
hinzu: bei Immobilisierung der elektroaktiven Substanz über ein Linker-System (Alkan-
thiol, DNA oder PNA) wird die Geschwindigkeit des Elektronentransfers auch über Art 
und Länge dieses Linkers bestimmt, weil das Elektron diesen überwinden muss.  
Bei quasi-reversiblen und irreversiblen immobilisierten Spezies mit niedrigen Transfer-
Geschwindigkeiten bleibt der Prozess stehen, sodass die Reaktion nur in eine Richtung 
abläuft.  
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Square-Wave-Voltammetrie (SWV) 
 
Bei diesem Verfahren handelt es sich um eine Puls-Technik, bei der das Potential E 
stufenförmig um den Betrag ∆Es erhöht und der resultierende Strom am Anfang und am 
Ende jeder Stufe als Differenz aufgezeichnet wird.  
 
Cyclus 1      Cyclus 2      Cyclus 3      Cyclus 4E
t
∆Es
∆Ep
tp
 
Abb. 6.5: Stufenförmiger Verlauf des Potentials bei der Square-Wave-Voltammetrie. 
 
Die Square-Wave-Messung wird durch die Puls-Höhe ∆Ep und die Puls-Weite tp cha-
rakterisiert. Alternativ kann die Puls-Weite auch als Square-Wave-Frequenz 
wiedergegeben werden. Nach jedem Cyclus wird die Stufe um ∆Es erhöht. Daraus ergibt 
sich der Wert für die Spannungsvorschubgeschwindigkeit ν = ∆Es/2tp. Die Stromstärke 
wird zweimal pro Cyclus am positiven (●) und negativen (●) Pulsende gemessen und 
deren Differenz ∆I gebildet.  
pt
f
2
1=
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Abb. 6.6: Kurvenverläufe eines Square-Wave-Voltammogramms; die Ströme werden hier als dimen-
sionslose Größe Φ wiedergegeben. 
 
Trägt man die Differenz der beiden für eine Spannungsrampe gemittelten Stromwerte 
gegen die jeweilige Spannung auf, so erhält man ein peakförmiges Voltammogramm, 
welches im Falle reversibler Vorgänge dem gleichstrompolarographischen Halbstufen-
potential E1/2 entspricht. Im Falle irreversibler oder quasi-reversibler Vorgänge ist eine 
Interpretation des Voltammogrammes erschwert. In jedem Fall empfiehlt es sich, die 
Spannungsrampe in beide Richtungen ablaufen zu lassen, d.h., den Wert ∆Es um positi-
ve und negative Beträge zu verändern. 
Am jeweiligen Pulsende ist der kapazitive Ladestrom weitgehend abgeklungen und es 
wird überwiegend der Faraday-Strom gemessen. 
Üblicherweise ist ∆Ep signifikant höher als ∆Es. Die Größe tp liegt typischerweise zwi-
schen 1 und 500ms (f = 1-1000Hz). Als Vorteile der Square-Wave- gegenüber der Cyc-
lovoltammetrie sind zum einen die hohe Sensibilität auch bei geringen Konzentrationen, 
zum anderen die weitgehende Vermeidung kapazitiver Ladeströme zu nennen.  
Die Nutzung der Square-Wave-Voltammetrie für die Charakterisierung Oberflächen-
immobilisierter elektroaktiver Spezies ist wenig verbreitet. Arbeiten von Osteryoung163 
und Reeves164 zeigen, inwieweit sich Lage und Intensität der SWV-Signale bei Immobi-
lisierung redoxaktiver Spezies ändern und von der Pulsweite tp bzw. der Frequenz  
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abhängen. Beide Autoren beobachteten eine Separation der Hin- und Rückreaktion von 
bis zu 10mV bei Erniedrigung der Frequenz. Da die Morphologie des SWV-Signals 
nicht-linear mit der Oberflächenkonzentration korreliert ist, lassen sich die Messungen 
nicht zur genauen Quantifizierung der immobilisierten Moleküle verwenden. Jedoch 
lassen sich aus der Lage des Peakpotentials Aussagen über die direkte Umgebung der 
elektroaktiven Substanz treffen. 
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6.3 Elektrochemische Untersuchung der Metall-PNA in Lö-
sung 
Zur Untersuchung ihres Redoxverhaltens wurde die Metall-PNA in einem 1:1-Gemisch 
aus Acetonitril und Wasser gelöst und in einem 3-Elektroden-Experiment vermessen. 
Die Versuchsanordnung bestand aus einer Platinelektrode (für Ferrocen-PNA) bzw. 
Graphitelektrode (für Cobaltocenium-PNA) als Arbeitselektrode, einer Ag/AgCl-
Elektrode als Referenzelektrode und einem Platindraht als Gegenelektrode. Als Leitsalz 
wurde Natriumperchlorat verwendet. 
 
 
Abb. 6.7: CV (ν = 500mV/s; E1/2 = 0.29V vs. Ag/AgCl; links) und SWV (60Hz, reduktiver Teil; Ep(red) 
= 0.29V vs. Ag/AgCl; rechts) von Ferrocen-PNA P3, gelöst in einer 1:1-Mischung von Ace-
tonitril und Wasser mit Natriumperchlorat als Leitsalz. 
 
Das Cyclovoltammogramm zeigt ein Ipa/Ipc-Verhältnis von 1, was auf vollständige Re-
versibilität des an die PNA konjugierten Ferrocens schließen lässt. Die Messung von 
Ferrocen-PNA ergab ein Halbstufenpotential von 0.49V gegen Ag/AgCl. Dieser Wert 
entspricht in etwa den Werten aus der Literatur für an DNA-Oligonukleotide oder Pep-
tide gebundenes Ferrocen.109, 113, 115, 116, 165-167 
Die gemessenen Werte zeigen einen Unterschied von 200mV im Vergleich zu nicht 
konjugiertem Ferrocen (E1/2 = 0.29V). Daraus lässt sich schließen, dass die amidische 
Bindung von PNA-Oligomeren und Ferrocencarbonsäure zu einer starken positiven 
Potentialverschiebung führt. 
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Abb. 6.8 gibt das Verhältnis der Peakströme zur Wurzel aus der Spannungsvorschubge-
schwindigkeit wieder. Die Linearität ist charakteristisch für in Lösung gemessene, dif-
fusionskontrollierte Redoxreaktionen. 
 
Abb. 6.8: Lineares Verhältnis zwischen dem Peakpotential Ip zur Wurzel der Spannungsvorschubge-
schwindigkeit ν1/2 für Fc-PNA P3 in Lösung 
 
Die Messung von Cobaltocenium-PNA ist weitaus problematischer. Das Cobaltoceni-
um-Ion weist Quasi-Reversibilität auf, d.h. man erhält erst bei sehr hohen Spannungs-
vorschubgeschwindigkeiten anodische und kathodische Spitzen. Bei niedrigen Span-
nungsvorschubgeschwindigkeiten sind die Elektronentransfer-Geschwindigkeiten zu 
niedrig, sodass sich nur schwer ein Gleichgewicht auf der Elektrodenoberfläche auf-
baut. Aus diesem Grund ist in Abb. 6.9 nur ein Square-Wave-Voltammogramm gezeigt, 
welches allerdings keine Informationen über den stattfindenden Elektrodenprozess gibt. 
Daher ist es unzulässig, hier von einem gemessenen Halbstufenpotential zu sprechen, da 
dieses voraussetzt, dass Oxidation und Reduktion stattfinden. Daher soll korrekterweise 
vom reduktiven Peakpotential Ep(red) gesprochen werden, da dieses relativ scharf ausge-
prägt war. Die SWV-Peakpotential ergab einen Wert von -1.512V vs. Fc/Fc+, welcher 
eine Verschiebung von 232mV zu in Lösung gemessener Cobaltocenium-Carbonsäure 
bedeutet (Ep = -1.28V; vs. Fc/Fc+). 
6.3  Elektrochemische Untersuchung der Metall-PNA in Lösung 89 
 
 
 
Abb. 6.9: SWV (60Hz, reduktiver Teil; Ep(red) = -1.512V vs. Fc/Fc+) von Cobaltocenium-PNA P4, 
gelöst in einer 1:1-Mischung aus Acetonitril und Wasser 
 
Die Tatsache, dass sich der Ep(red)-Wert so weit im negativen Bereich befindet, er-
schwert die Verwendung von Cobaltocenium als Redox-Marker. Der Bereich liegt, ab-
hängig vom Lösungsmittel, nahe an der Reduktion von Protonen zu molekularem Was-
serstoff, was die empfindliche Messung von auf der Oberfläche verankerten Molekülen 
stören könnte. Zudem besitzen die verwendeten Goldelektroden eine geringere Über-
spannung als Graphit-Elektroden, welche in der oben beschriebenen Messung eingesetzt 
wurden. 
Da Cobaltocenium nur ein quasi-reversibles Redoxverhalten aufweist, konnte es nicht 
zur ausreichenden Charakterisierung und Quantifizierung von auf der Goldoberfläche 
immobilisierten PNA-Molekülen verwendet werden. Die Quasi-Reversibilität führte 
dazu, dass während des ersten Cyclus der Cyclovoltammetrie das gesamte verankerte 
Material reduziert, aber nicht wieder reoxidiert wurde. Daher konnte nur einmalig ein 
Reduktions-Signal beobachtet werden. CV und SWV scheiden daher als Methoden zur 
Quantifizierung von auf Oberflächen immobilisierten Cc+-PNA-Oligomeren aus. Den-
noch wurden diese Moleküle auf Gold-Mikroelektroden verankert und für die Messung 
der elektrochemischen Impedanz-Spektroskopie (siehe Kapitel 6.5), sowie zur Bestim-
mung von Schichtdicken über Ellipsometrie (siehe Kapitel 6.6) verwendet. Da für die-
ses Verfahren das konjugierte Metallocen kein Hindernis darstellt, wurde Cc+-PNA we-
gen ihrer deutlich leichteren Synthese und Aufreinigung verwendet. 
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6.4 Elektrochemische Untersuchung von auf Gold immobili-
sierter Metall-PNA 
 
Die gereinigten HPLC-Fraktionen der Metallocen-PNA wurden in Phosphat-Puffer ge-
löst und die Konzentration UV-photometrisch (260nm) bei 80°C, die der DNA-
Oligomere bei 25°C bestimmt. (siehe Kapitel 5). Die Gold-Mikroelektroden wurden 
über 5 Tage bei 4°C in eine Lösung aus einzelsträngiger, thiol-modifizierter PNA 
(Messreihe 1-3, Kapitel 6.4.1) oder in eine äquimolare Mischung aus PNA und DNA 
eingetaucht (siehe Kapitel 6.4.2 und 6.4.3) und dann elektrochemisch sowie mit Impe-
danzspektroskopie (Kapitel 6.5), Ellipsometrie (Kapitel 6.6) und XPS (Kapitel 6.7) un-
tersucht. Auf genaue Parameter der drei letztgenannten Analysenverfahren soll in den 
jeweiligen Kapiteln eingegangen werden. 
 
Metallocen-PNA wurde in drei Varianten auf die Gold-Mikroelektrode aufgetragen: 
 
a) direkt über Cystein als Einzelstrang und anschließender 
Hybridisierung mit DNA (Abschnitt 6.4.1) 
S
Au
M-accctgttat-(Lys)-Ahx-Cys  M=Fc, Cc+   P3; P5 
3´-TAATGGGACAATA-5`               D3
3´-TAATGGGCCAATA-5`               D7
3´-TAACGGGACAATA-5`               D8SAu
6h/4°C
MM
+
 
 
b) direkt über Cystein als Hybrid mit DNA (Abschnitt 6.4.2) 
S
M
Au
Au
SH
M
+
5d/4°C
M-accctgttat-(Lys)-Ahx-Cys  M=Fc, Cc+   P3; P5 
3´-TAATGGGACAATA-5`               D3
3´-TAATGGGCCAATA-5`               D7
3´-TAACGGGACAATA-5`               D8
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c) indirekt als Hybrid mit thiol-modifizierter DNA (Abschnitt 6.4.3) 
M-accctgttat-Lys   M=Fc, Cc+                                P2; P4
3`-TAATGGGACAATAGGGAT-(CH2)6-SH-5`  D1'
S
Au
M
SH
Au
M
+
5d/4°C
 
 
Im Sinne einer Biosensor-Technologie ist die Immobilisierung von PNA-Einzelsträngen 
und die anschließende Hybridisierung mit DNA (Variante a) eine zweckmäßige Metho-
de. Hier ist ein direkter Vergleich der Messdaten zulässig, da die Prozesse der Immobi-
lisierung und Hybridisierung auf ein und derselben Oberfläche stattfinden. Unterschiede 
in der Oberflächenbeschaffenheit der Elektrode erschweren den direkten Vergleich von 
Messdaten, die auf unterschiedlichen Elektroden gewonnen wurden. 
Zur vergleichenden Untersuchung des Elektronentransfers wurden Experimente durch-
geführt, welche die Immobilisierung von bereits in Lösung gebildeten PNA•DNA-
Hybriden beinhalteten. Dazu wurden Metall-PNA•DNA-Duplizes in den Varianten b 
und c auf die Gold-Oberfläche aufgebracht.  
Es werden unterschiedliche Modelle zur Erklärung des Elektronentransfers herangezo-
gen. In Variante b ist die Metall-PNA direkt über Cystein auf der Oberfläche verankert. 
Hier sind zwei unterschiedliche Wege des Elektronentransfers denkbar:115 
S
Au
S
Au
I IIM M
 
In Abbildung I bewegt sich das Elektron lediglich durch den immobilisierten PNA-
Strang. Abbildung II beschreibt einen alternativen Weg durch beide Stränge des 
Hybrids. 
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In Variante c ist die Metall-PNA indirekt über thiol-modifizierte DNA auf der Oberflä-
che immobilisiert. Hier ist es denkbar, dass der Elektronenfluss durch beide Stränge 
verläuft. 
S
Fc
 
 
 
Herstellung der Gold-Mikroelektroden 
 
Zur Herstellung der Gold-Mikroelektroden wurde ein Goldfaden (Ø 50µm) zur Hälfte in 
eine Glaskapillare eingeführt und von der anderen Seite mit einem in Silberpaste ge-
tauchten Kupferdraht verbunden. Die Kapillare wurde um den Goldfaden herum einge-
schmolzen und die Silberpaste vorsichtig zum Aushärten erwärmt.  
 
  
Glaskapillare
GoldfadenSilberpasteKupferdraht  
Abb. 6.10: Mikroskopische Abbildung (links) und schematische Darstellung (rechts) einer selbst her-
gestellten Gold-Mikroelektrode 
 
Die Goldfläche wurde auf mit Al2O3-Poliersuspensionen (Körnchengröße 0.05, 0.1 und 
0.3µm) getränkten Mikrovliestüchern poliert, beginnend mit der größten Körnchengrö-
ße. Anschließend wurde die Funktionstüchtigkeit in einer wässrigen Mischung aus 
K3[Fe(CN)6] und K4[Fe(CN)6] (1:1; 0.1M) unter Zusatz von 0.1M NaClO4-Leitsalz ge-
prüft. 
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Zur weiteren Reinigung wurde die Gold-Mikroelektrode in 0.1N H2SO4 getaucht und 
solange der Cyclovoltammetrie (ν = 100mVs-1) unterzogen, bis stabile anodische und 
kathodische Peaks des Goldes beobachtet wurden. Nach vollständiger Oxidation des 
Goldes mittels Linear-Sweep-Voltammerie (LSV) wurden die Elektroden unter Luft-
ausschluss gelagert.  
Die tatsächliche Oberfläche der Goldelektrode wurde über Kupfer-UPD (under potential 
deposition) bestimmt (siehe Kapitel 8.4.1.3).  
 
Elektrochemische Messungen (CV und SWV) 
 
Alle Cyclo- bzw. Square-Wave-Voltammogramme wurden in einer aus 3 Elektroden 
bestehenden Zelle mit der beladenen Gold-Mikroelektrode als Arbeitselektrode, einer 
Ag/AgCl-Elektrode als Referenzelektrode und einem Platindraht als Gegenelektrode 
aufgenommen. Die gemessenen Potentiale beziehen sich bei allen Messungen auf der 
Oberfläche auf die Ag/AgCl-Referenzelektrode. Die Messungen wurden in Phosphat-
Puffer (pH=7) ohne weitere Zugabe eines Elektrolyten durchgeführt. Dieser wurde mit 
Hilfe eines 0.22µm-Millipore-Filters von Bakterien und Schwebstoffen befreit. Die Sau-
berkeit der Goldoberfläche wurde in reiner Pufferlösung mit der SWV über einen Po-
tentialbereich von 0.8 bis -1.1V überprüft.  
Anschließend wurde die Größe der Goldoberfläche mit Hilfe der Kupfer-UPD (Under-
potential Deposition; siehe Kapitel 8.4.1.3) bestimmt. Für die Berechnung der Oberflä-
chenbelegung und der Fläche, die ein immobilisiertes Molekül einnimmt („Footprint“ in 
Å2) spielt diese Größe eine wichtige Rolle. Nach Belegung der Oberfläche und Auswer-
tung der elektrochemischen Daten wurden die Elektroden mit dem oben beschriebenen 
Reinigungsverfahren erneut gesäubert, sodass sie für weitere Versuche wiederverwen-
det werden konnten. 
Es wurden Cyclo- und Square-Wave-Voltammogramme aufgezeichnet. Alle beladenen 
Elektroden lieferten scharf ausgeprägte SWV-Peakpotentiale, deren Lage reproduzier-
bar war. Aufgrund der niedrigen Oberflächenbelegung und damit geringen Metallocen-
Konzentration ließen sich nicht in allen Fällen CV-Kurven messen. Im Falle ausrei-
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chender Konzentration wurde das System bei vier verschiedenen Spannungsvorschub-
geschwindigkeiten vermessen und anschließend die Höhe der Peakströme bestimmt.  
 
Wichtige Parameter und deren Berechnung in Bezug auf die Oberflächenbelegung wer-
den in der folgenden Übersicht erklärt. 
 
1.Oberflächenkonzentration ΓO* in mol/cm2:  
 
Ergibt sich aus der zur vollständigen Reduktion bzw. Oxidation des immobilisierten 
Materials notwendigen Ladung Q gemäß der Gleichung  
ΓO* = Q/z·F·A 
(z = Anzahl der ausgetauschten Elektroden; F = Faraday-Konstante ≡ Ladung von einem Mol Elektronen;  
A = Fläche der Goldelektrode) 
 
2. Flächenanspruch („Footprint“ FP) eines immobilisierten Moleküls in Å2:  
 
Ergibt sich aus der Größe der tatsächlichen Oberfläche in cm2 und der Anzahl der im-
mobilisierten Moleküle gemäß  
FP = 1/ΓO*·NA 
(NA = Avogadro’sche Zahl ≡ 6.02214·1023mol-1) 
 
3. Peakströme in Ampere:  
 
Da die Peakströme bei der CV-Messung von auf der Oberfläche immobilisiertem Ferro-
cen häufig breit und unscharf sind, ist es schwierig, eine Basislinie festzulegen. Im Falle 
des oxidativen Stroms wird üblicherweise die Nulllinie als Basis verwendet. Als Kom-
promiss wurden Ausgleichsgeraden an oxidative und reduktive Peakströme angelegt 
und diese als Basislinie definiert (siehe Abb. 6.11). 
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Abb. 6.11: Basislinienbestimmung zur Ermittlung der Peakströme bei CV-Messungen auf der  
Oberfläche  
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6.4.1 Immobilisierung von einzelsträngiger Ferrocen-PNA und an-
schließende Hybridisierung mit DNA (voll-komplementär / mit 
Basenfehlstelle) 
 
Für diese Versuche wurden 5 Elektroden verwendet, die jeweils in drei unterschiedli-
chen Messreihen mit einzelsträngiger Fc-PNA beladen wurden. In den Folgeexperimen-
ten wurden diese einzelsträngig beladenen Goldelektroden mit komplementärer sowie 
mit Fehlstellen-haltiger DNA hybridisiert (Messreihen 1.1-1.3). 
Nach Abschluss einer Messreihe wurden die Elektroden mit 0.1N H2SO4 gereinigt und 
für die folgende Messreihe verwendet.  
 
Dieses Experiment besteht also aus folgenden Schritten: 
• Schritt 1: Immobilisierung von einzelsträngiger Ferrocen-PNA 
über 5 Tage bei 4°C auf der gereinigten Au-Mikroelektrode  
• Schritt 2: Elektrochemische Vermessung 
der Au-Mikroelektrode mit CV und SWV  
• Schritt 3: Hybridisierung mit DNA (komplementär / mit Fehlstelle) über 6h 
• Schritt 4: Elektrochemische Vermessung 
der Au-Mikroelektrode mit CV und SWV 
• Schritt 5: Vergleich der elektrochemisch gewonnenen Daten 
• Schritt 6: Reinigung der Elektrode zur Wiederverwendung 
 
Es wurden folgende elektrochemische Parameter bestimmt: 
• Halbstufenpotential E1/2 (CV) 
• Peaktrennung ∆E (CV) 
• SWV-Peakpotential Ep(red)  
• Flächenanspruch eines Moleküls (Footprint) 
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Zur Überprüfung der von Reeves164 und Osteryoung163 angesprochenen SWV-
Peaktrennung wurden bei den SWV-Messungen sowohl der oxidative als auch redukti-
ve Verlauf aufgezeichnet. Es zeigte sich, dass bei der verwendeten Frequenz eine 
Peaktrennung von durchschnittlich 22mV auftrat. In den Ergebnis-Tabellen sind stets 
die Peak-Maxima der besser ausgebildeten reduktiven Prozesse aufgelistet. Abb. 6.12 
zeigt die reduktiven und oxidativen Prozesse von immobilisierter einzelsträngiger Fc-
PNA im Vergleich. 
 
Abb. 6.12: SWV-Kurvenverlauf der oxidativen und reduktiven Prozesse von einzelsträngig immobili-
sierter Fc-PNA P3 
 
Die Auswertung der CV-Kurvenverläufe gestaltete sich nach erfolgter Hybridisierung 
mit DNA häufig schwierig, da die Signale breiter und undefinierter wurden. Aus diesem 
Grund konnten nicht in allen Fällen CV-Parameter bestimmt werden (gekennzeichnet 
mit n.b. = nicht bestimmt) 
Eine Hybridisierung mit Fehlstellen-haltiger DNA musste bei niedriger Temperatur 
(4-15°C) durchgeführt werden, da die Schmelztemperaturen des immobilisierten 
Hybrids bei 28°C (DNA mit interner Basenfehlstelle) bzw. 36°C (DNA mit terminaler 
Basenfehlstelle) liegen, d.h. schon ab 10-15°C eine partielle Dehybridisierung stattfin-
det. Bei niedrigen Temperaturen jedoch verringert sich die Geschwindigkeit des La-
dungstransports durch die Hybride und damit die Peakströme. Es wurden daher nur CV-
Signale erhalten, die schwach ausgebildete Peakspitzen aufwiesen. Daher wurden für 
diese Messungen nur die Ep(red)-Werte der Square-Wave-Voltammographie vor und 
nach der Hybridisierung mit DNA verglichen. 
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6.4.1.1 Ergebnisse vor und nach Hybridisierung mit 
voll-komplementärer DNA (P3•D3) 
S
Au
Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys     P3 
3´-TAATGGGACAATA-5`     D3
S
Au
6h/4°C
FcFc
+
 
 
Tab. 6.1: Messreihe 1: Ergebnisse immobilisierter Fc-PNA-Einzelstränge P3; Werte für E1/2 und ∆E 
beziehen sich auf eine Spannungsvorschubgeschwindigkeit von ν = 0.1V/s (Ausnahme  
Elektrode 68: ν = 0.5V/s) 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V) 
(SWV) 
E1/2(V) 
(CV) ∆E(V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint 
(Å2) 
42 2.92·10-5 0.542 0.533 0.054 1.78·10-10 138  
60 2.94·10-5 0.528 0.535 0.036 1.56·10-10 159 
66 2.13·10-5 0.546 0.555 0.064 0.39·10-10 459 
67 3.37·10-5 0.524 0.546 0.048 2.05·10-10 139 
68 2.04·10-5 0.542 0.532 0.060 0.35·10-10 495 
 
Tab. 6.2: Meßreihe 1.1: Ergebnisse nach Hybridisierung mit voll-komplementärer DNA D3; alle 
Werte beziehen sich auf ν = 0.1V/s (Ausnahme Elektrode 60: ν = 0.5V/s) 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V) 
(SWV) 
E1/2(V) 
(CV) ∆E(V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint 
(Å2) 
42 2.92·10-5 0.518 0.526 0.080 5.33·10-11 463 
60 2.94·10-5 0.496 0.513 0.074 8.34·10-11 298 
66 2.13·10-5 0.506 n.b n.b. n.b. n.b. 
67 3.37·10-5 0.492 0.517 0.070 6.97·10-11 409 
68 2.04·10-5 0.472 n.b. n.b. n.b. n.b. 
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Tab. 6.3: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep(red)-Werte vor und nach Hybridisierung von Fc-
PNA-Einzelsträngen P3 mit voll-komplementärer DNA D3 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red) (V) 
(SWV) vor 
Hybridisierung 
Ep(red) (V) 
(SWV) nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.542 0.518 0.024 
60 2.94·10-5 0.546 0.496 0.032 
66 2.13·10-5 0.546 0.510 0.036 
67 3.37·10-5 0.524 0.492 0.032 
68 2.04·10-5 0.520 0.472 0.048 
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6.4.1.2 Ergebnisse vor und nach Hybridisierung mit DNA mit  
interner Basenfehlstelle (P3•D7) 
 
S
Au
Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys     P3
3´-TAATGGGCCAATA-5`    D7
S
Au
6h/4°C
FcFc
+
 
 
Tab. 6.4: Messreihe 2: Ergebnisse immobilisierter Fc-PNA-Einzelstränge P3; die Werte für E1/2 und 
∆E beziehen sich auf eine Spannungsvorschubgeschwindigkeit von ν = 0.1V/s 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V) 
(SWV) 
E1/2(V) 
(CV) ∆E (V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint 
(Å2) 
42 2.92·10-5 0.485 0.485 0.070 1.16·10-10 214 
60 2.94·10-5 0.482 0.490 0.040 1.96·10-10 127 
66 2.13·10-5 0.498 0.508 0.056 1.11·10-10 163 
67 3.37·10-5 0.484 0.490 0.060 1.27·10-10 225 
68 2.04·10-5 0.472 0.494 0.040 1.20·10-10 144 
 
Tab. 6.5: Messreihe 2.1: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep(red)-Werte von Fc-PNA-
Einzelsträngen P3 vor und nach Hybridisierung mit DNA D7, die eine interne Fehlstelle 
enthält  
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red) (V) 
(SWV) vor 
Hybridisierung 
Ep(red) (V) 
(SWV) nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.458 0.452 0.006 
60 2.94·10-5 0.482 0.464 0.018 
66 2.13·10-5 0.498 0.498 0.000 
67 3.37·10-5 0.484 0.484 0.000 
68 2.04·10-5 0.472 n.b. n.b. 
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6.4.1.3 Ergebnisse vor und nach Hybridisierung mit DNA mit  
terminaler Fehlstelle (P3•D8) 
 
S
Au
Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys     P3
3´-TAACGGGACAATA-5`    D8
S
Au
6h/4°C
FcFc
+
 
 
Tab. 6.6: Messreihe 3: Ergebnisse immobilisierter Fc-PNA-Einzelstränge P3; die Werte für E1/2 und 
∆E beziehen sich auf eine Spannungsvorschubgeschwindigkeit von ν = 0.1V/s 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V) 
(SWV) 
E1/2(V) 
(CV) ∆E (V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint 
(Å2) 
42 2.92·10-5 0.452 0.493 0.090 2.46·10-10 100 
60 2.94·10-5 0.468 0.499 0.062 2.73·10-10 91 
66 2.13·10-5 0.472 0.494 0.036 0.99·10-10 183 
67 3.37·10-5 0.466 0.490 0.070 1.82·10-10 157  
68 2.04·10-5 0.450 0.477 0.058 1.44·10-10 120  
 
Tab. 6.7:  Messreihe 3.1: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep(red)-Werte von Fc-PNA-
Einzelsträngen P3 vor und nach Hybridisierung mit DNA D8, die eine terminale Basenfehl-
stelle enthält  
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red) (V) 
(SWV) vor 
Hybridisierung 
Ep(red) (V) 
(SWV) nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.452 0.440 0.012 
60 2.94·10-5 0.468 0.468 0.000 
66 2.13·10-5 0.472 0.470 0.002 
67 3.37·10-5 0.466 0.466 0.000 
68 2.04·10-5 0.450 n.b. n.b. 
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6.4.1.4 Diskussion 
 
Immobilisierte Fc-PNA-Einzelstränge 
 
Die Beschaffenheit der Struktur von auf Oberflächen immobilisierten DNA-
Einzelsträngen wurde vielfältig in der Literatur diskutiert. De Gennes168 untersuchte 
1980 das allgemeine Verhalten von auf Oberflächen verankerten ungeladenen Polyme-
ren der Monomerzahl n und beschrieb zwei unterschiedliche Zustände. Im Falle einer 
niedrigen Beladungsdichte überlappen die Polymere nicht und stehen in verhältnismä-
ßig großem Abstand zueinander. Im Falle hoher Beladungsdichte überlappen sich die 
Polymere und ergeben eine verdrillte Anordnung. 
Steel et al.169, 170 nahmen diesen Gedanken auf und postulierten zwei mögliche Zustände 
immobilisierter DNA-Einzelstränge, die stark von der Kettenlänge abhängen. Zur Be-
stimmung der Oberflächenkonzentration wurde die Goldoberfläche in eine Lösung aus 
kationischen Redoxmolekülen getaucht, wobei sich diese gegen Phosphat-Gegenionen 
der immobilisierten DNA austauschten. Im Anschluß konnte die Menge der akkumu-
lierten Redox-Kationen chronocoulometrisch bestimmt werden und somit Rückschlüsse 
auf die Konzentration der immobilisierten Moleküle gezogen werden. 
Bei Kettenlängen von weniger als 24 Nukleobasen (Abb. 6.13 A) wurde eine verhält-
nismäßig dicht gepackte Oberfläche von (4-9)·1013Molekülen/cm2 gemessen. Bei kur-
zen Ketten kommt die Chemisorption an der Oberfläche hauptsächlich über die Thiol-
Gruppen der DNA und nicht über die unspezifische und energetisch schwächere Ad-
sorption über die Stickstoffgruppen der Nukleobasen zustande.29-31 Anders verhält es 
sich mit Kettenlängen von 24 bis 48 Nukleobasen (Abb. 6.13 B). Eine Immobilisierung 
führte zu einer verdrillten, polymerartigen Struktur der DNA-Einzelstränge auf der  
Oberfläche mit Oberflächenkonzentrationen von 0.8·1013Molekülen/cm2. Man nahm an, 
dass mit zunehmender Kettenlänge die unspezifische Adsorption über die Nukleobasen 
überwiegt und die Thiol-Chemisorption in den Hintergrund gedrängt wird.  
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S S S S S S S
A                                           B
S S
Au Au  
Abb. 6.13: Schematische Darstellung der Immobilisierung von (A) kurzen und (B) langen DNA-
Strängen169 
 
Anne et al.114 immobilisierten einzelsträngige, mit Ferrocen konjugierte DNA-
Einzelstränge (n = 20) und konnten Oberflächenkonzentrationen von (3-5)·10-12mol/cm2 
bzw. (0.2-0.3)·1013 Molekülen/cm2 messen. Dementsprechend war die Oberfläche ver-
hältnismäßig wenig dicht gepackt und entsprach in etwa dem oben erwähnten Modell B.  
Aoki et al.74, 75 immobilisierten einzelsträngige PNA auf Gold und untersuchten die 
Durchlässigkeit für einen [Ru(NH3)6]3+-Marker. Sie konnten eine dichte Beladung durch 
PNA-Einzelstränge feststellen, was sie auf den neutralen Charakter der PNA und die 
damit fehlende elektrostatische Abstoßung zurückführten. 
Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Systeme aus einzelsträngiger Fc-PNA  
(Tab. 6.1, 6.3 und 6.5) zeigen Oberflächenkonzentrationen von(1-2.7)·10-10mol/cm2 und 
Footprints von 151±38Å2 für immobilisierte einzelsträngige Ferrocen-PNA. Umgerech-
net ergeben sich daraus Werte von (6-16)·1013 Molekülen pro cm2. Eine Ausnahme 
stellt die Beladung der Elektroden 66 und 68 aus Messreihe 1 dar, welche Oberflächen-
konzentrationen von nur ∼0.4·10-10mol/cm2 (FP ≈ 460Å2) aufweisen. Vermutlich hat 
hier eine unsaubere Oberfläche zu einem gestörten Strukturaufbau geführt. Die Werte 
dieser Elektroden werden in die Berechnung des Mittelwertes nicht einbezogen. Da es 
sich um Oligomere der Kettenlänge n = 10∗ handelt, liegt die Vermutung nahe, dass sich 
die Einzelstränge gemäß Modell A auf der Gold-Oberfläche anordnen (Abb. 6.14).  
                                                 
 
 
∗ Nicht eingerechnet sind zusätzliche Aminosäuren und der Ahx-Linker 
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Im Gegensatz zur negativen Ladung des DNA-Rückgrats sind die PNA-Oligomere 
neutral, sodass die Adsorption an Gold ungestörter ablaufen kann als von thiol-
modifizierten DNA-Einzelsträngen.74, 75  
Die Messungen von immobilisierten Fc-PNA-Einzelsträngen ergeben Oberflächenbele-
gungen von ca. 10·1013 Molekülen/cm2, welche etwas höher liegen als die von Steel für 
DNA gemessenen Werte.  
 
S    S    S    S    S
Au
Fc-PNA-Strang
mit Ahx-Linker
 
Abb. 6.14: Mögliche Oberflächen-Struktur immobilisierter PNA-Einzelstränge 
 
Zur Überprüfung der Oberflächendichte wurden „Blocking“-Studien durchgeführt. Da-
zu wurde zunächst eine unbeladene Elektrode in eine Lösung aus K3[Fe(CN)6] und  
K4[Fe(CN)6] (1:1; 0.1M) eingetaucht und die Intensität des CV-Signals gemessen. An-
zumerken ist hier, dass das Redoxpotential von Ferrocyanid in einem anderen Bereich 
liegt als das des Ferrocens, sodass keine gegenseitige Störung eintreten kann.  
Anschließend wurde diese Elektrode gemäß Meßreihe 1-3 mit einzelsträngiger Fc-PNA 
präpariert und erneut in die oben genannte Lösung eingetaucht. Hierbei konnte kein 
Signal des Ferrocyanids gemessen werden, was für eine dichte Oberflächenbelegung 
spricht. Diese ist für eine in Lösung vorhandene redoxaktive Spezies nicht durchlässig, 
weist also keine Lücken auf, wie es häufig bei immobilisierter ss-DNA der Fall ist. Zu-
dem neigen PNA-Oligomere zur Selbstaggregation, was die Durchlässigkeit der SAMs 
zusätzlich verringert. 
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Abb. 6.15: Vergleich des Ferrocyanid-Signals (CV, 100mV/s) vor (________) und nach (_______) Beladung 
der Elektrode mit Ferrocen-PNA P3  
 
Mit Hilfe der Ellipsometrie (siehe Abschnitt 6.6) konnte die Dicke des Monolayers und 
damit die Neigung der immobilisierten Moleküle bestimmt werden. Die Messungen 
ergaben einen Wert von ca. 35Å für eine Schicht aus Fc-PNA-Einzelsträngen, jedoch 
wesentlich dünnere Schichten (13-17Å) für Systeme, bei denen DNA•PNA-Hybride 
aufgetragen wurden Diese Messungen belegen die Theorie der dichten Beladung durch 
PNA-Einzelstränge, die im Vergleich zu den entsprechenden Hybriden nicht in eine 
helikale Struktur gezwungen werden und damit weniger Platz einnehmen. 
Die Cyclovoltammogramme für Meßreihen 1, 2 und 3 zeigen klar ausgebildete Reduk-
tions- bzw. Oxidations-Spitzen, jedoch liegt keine vollständige Symmetrie beider Peaks 
vor. Meistens sind der reduktive Peakstrom und damit die Ladung Q größer als die des 
oxidativen Peakstromes. Hupp und Weaver171 diskutierten diese Asymmetrie im Zu-
sammenhang mit unterschiedlichen Reorganisationsenergien λf und λr der vorwärts bzw. 
rückwärts gerichteten Elektronentransfer-Reaktionen.  
Allerdings lässt sich aus der Lage der Peakpotentiale auf einen reversiblen Prozess 
schließen. Zur Überprüfung der vollständigen Reversibilität wurde die Differenz 
Ep-E1/2 gegen den natürlichen Logarithmus von ν aufgetragen. Schneiden sich die resul-
tierenden Geraden auf der x-Achse, kann von vollständiger Reversibilität ausgegangen 
werden. Diese Gesetzmäßigkeit geht auf Laviron zurück.172 
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Abb. 6.16: Lineares Verhältnis zwischen ln ν und Ep-E1/2 
 
 
 
Abb. 6.17: (A) CV (100mV/s; E1/2 = 0.499V vs Ag/AgCl) und (B) SWV (60Hz; Ep(red) = 0.468V vs 
Ag/AgCl) von immobilisierter einzelsträngiger Fc-PNA P3 (Elektrode 60, Messreihe 3) 
 
Die E1/2-Werte aus der Cyclovoltammetrie variieren tagesabhängig zwischen 0.49 und 
0.54V, wobei die Werte innerhalb einer Messreihe konstant sind, was die geringen 
Standardabweichungen zeigen.  
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Tab. 6.8: E1/2-Potentiale der CV-Messungen der Messreihen 1, 2 und 3 
Meßreihe Mittelwert E1/2 CV (V) Standardabweichung 
1 0.540 0.010 
2 0.493 0.009 
3 0.491 0.008 
 
Die Peakpotentiale der Square-Wave-Messungen stimmen weitgehend mit denen der 
Cyclovoltammetrie überein.  
Tab. 6.9: Ep(red)-Potentiale der SWV-Messungen der Messreihen 1, 2 und 3 
Meßreihe Mittelwert Ep(red) SWV (V) Standardabweichung 
1 0.536 0.010 
2 0.479 0.015 
3 0.462 0.010 
 
Die Tagesschwankungen ergeben sich aus Störfaktoren wie z.B. Pufferzusammenset-
zung, Temperatur, Füllzustand der Referenzelektrode, Oberflächenbeschaffenheit der 
Elektrode etc. Es zeigt sich, wie wichtig eine strikte Standardisierung der Parameter für 
zukünftige Messungen ist. Dazu ist vor allem auf Sauberkeit und exakten Füllzustand 
der Referenzelektrode zu achten. Vergleichende Messungen müssen in jedem Fall auf 
der gleichen Elektrode stattfinden, um verlässliche Aussagen treffen zu können.  
Im späteren Verlauf wurden die auf den Elektroden immobilisierten PNA-Oligomere 
(Messreihe 1-3) mit unterschiedlichen DNA-Sequenzen hybridisiert (Messreihe 1.1-
1.3). Da Immobilisierung und Hybridisierung auf derselben Elektrode stattfinden, sind 
vergleichende Aussagen über die Lage des Peakpotentials zulässig. 
Die gemessenen Halbstufenpotentiale entsprechen in etwa den Ergebnissen aus der 
Messung von Ferrocen-PNA in Lösung (siehe Abschnitt 6.3). Eine Immobilisierung auf 
der Oberfläche verändert also die Redoxeigenschaften nicht, da keine Veränderung der 
direkten Umgebung des Ferrocens stattfindet. 
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Tab. 6.10 gibt einen Überblick über die einzelnen cyclovoltammetrischen Parameter  
exemplarisch für Elektrode 60 (Meßreihe 1). Abb. 6.18 zeigt die Linearität zwischen 
den Peakströmen Ip(ox) und der Spannungsvorschubgeschwindigkeit ν auf, die typisch 
für immobilisierte redoxaktive Systeme ist, bei denen die Diffusion eine untergeordnete 
Rolle spielt. Gleichzeitig ist erkennbar, dass das E1/2-Potential weitgehend unabhängig 
von ν ist.  
 
Tab. 6.10: Abhängigkeit der Parameter Ep(ox), Ep(red) ∆E und E1/2 von der Spannungsvorschubge-
schwindigkeit (Elektrode 60) 
 
ν/Vs-1 Ep(ox) (V) (CV) 
Ep(red) (V) 
(CV) ∆E (V) 
E1/2 (V) 
(CV) 
Ip(ox) (nA) 
(CV) 
0.1 0.542 0.506 0.036 0.524 0.27 
0.2 0.554 0.500 0.054 0.527 0.48 
0.5 0.554 0.494 0.060 0.524 0.80 
1 0.566 0.486 0.080 0.526 1.20 
 
 
Abb. 6.18: Lineares Verhältnis zwischen dem oxidativen Peakstrom Ip(ox) und ν (exemplarisch für  
Elektrode 60, Messreihe 1) 
 
Bei allen aufgeführten Elektroden aus Meßreihe 1-3 bestand die Abb. 6.18 dargestellte 
Linearität zwischen Ip und ν. 
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Nach Vermessen der immobilisierten einzelsträngigen Fc-PNA wurden die Elektroden 
selektiert, die gut ausgebildete Cyclo- bzw. Square-Wave-Voltammogramme ergaben 
und für Hybridisierungsversuche verwendet. 
 
 
 
Hybridisierung der immobilisierten PNA-Einzelstränge mit DNA 
 
Tab. 6.11: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep-Wertevon Fc-PNA P3 vor und nach Hybridisie-
rung mit voll-komplementärer DNA D3 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red) SWV(V) 
vor 
Hybridisierung 
Ep(red) SWV(V) 
nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.542 0.518 0.024 
60 2.94·10-5 0.546 0.496 0.032 
66 2.13·10-5 0.546 0.510 0.036 
67 3.37·10-5 0.524 0.492 0.032 
68 2.04·10-5 0.520 0.472 0.048 
 
Die Hybridisierung immobilisierter Fc-PNA-Einzelstränge mit voll-komplementärer 
DNA führte in allen Fällen zu einer Verminderung der Intensität des CV- bzw. SWV-
Signals.  
Zudem änderten sich die Lage des SWV-Peakpotentials sowie die Peaktrennung ∆E bei 
der Cyclovoltammetrie. Die Abschwächung des oxidativen bzw. reduktiven Signals, 
also die Verringerung der Fläche des Peakstroms, hat eine Vergrößerung des Flächen-
anspruchs pro Molekül zur Folge. Wie aus Meßreihe 1.1 (Tab. 6.2) ersichtlich wird, 
vergrößern sich die Footprints auf 300-460Å2 von ursprünglich ~150Å2. Eine Auswer-
tung der Cyclovoltammogramme von Elektrode 66 und 68 war nicht möglich, da die 
anodischen und kathodischen Signale schwach und undeutlich waren. 
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Diese Beobachtung wirft folgende Diskussionspunkte auf: 
• Adsorbiert die DNA unspezifisch über ihre Nukleobasen29-31 an die Goldober-
fläche und verdünnt somit die Oberflächendichte? 
ODER 
• Verlangsamt sich der Elektronen-Transfer bei Hybridisierung, da das Elektron 
beim „Tunneln“ durch das Hybrid einen größeren Widerstand überwinden muß 
als beim Transfer durch den Einzelstrang? 
 
Um diese Fragen zu klären, wurden neben den Hybridisierungsversuchen auch Verdün-
nungsversuche mit Mercaptohexanol (MCH) durchgeführt. Dabei wurde zunächst ge-
mäß Meßreihe 1, 2 und 3 einzelsträngige Ferrocen-PNA auf der Goldoberfläche immo-
bilisiert und die so präparierte Elektrode für 60min in eine 0.05mM MCH-Lösung ein-
getaucht. Abb. 6.19 zeigt die Unterschiede zwischen Verdünnung durch Immobilisie-
rung von MCH (Graph B) und die mögliche Verdünnung durch die Hybridisierung mit 
komplementärer DNA (Graph A). 
 
Abb. 6.19: Graph A: CV (0.1V/s) von immobilisierter einzelsträngiger Fc-PNA vor (---) und nach (---)  
Hybridisierung mit voll-komplementärer DNA; Graph B: CV (0.1V/s) von immobilisierter 
einzelsträngiger Fc-PNA vor (---) und nach Verdünnung mit MCH (---) 
 
In Graph B ist erkennbar, dass die kapazitiven Hintergrund-Ströme wesentlich kleiner 
werden, da es durch MCH-Einwirkung zu einem Thiol-Thiol-Austausch auf der Elek-
trodenoberfläche kommt, aus dem eine dicht gepackte Mischstruktur resultiert.  
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Diese Beobachtungen decken sich mit den Untersuchungen von Yang173 und Steel.169 
Die Oberfläche weist somit vergleichsweise weniger Eigenschaften eines Kondensators 
auf. Graph A zeigt, dass die Hybridisierung von PNA-Einzelsträngen mit komplementä-
rer DNA kaum zu einer Veränderung der kapazitiven Hintergrundströme führt. Der  
oben vermutete Verdrängungseffekt durch die unspezifische Adsorption von DNA-
Nukleobasen an die Goldoberfläche kommt weniger in Frage, da auch dieser Adsorpti-
onseffekt die kapazitiven Ströme verringern würde. Lediglich die zur vollständigen Re-
duktion oder Oxidation des kovalent gebundenen Ferrocens benötigte Ladungsmenge 
wird kleiner, was bedeuten kann, dass pro Zeiteinheit weniger Ladung transportiert 
wird, und die Strommenge im Vergleich geringer wird. Dies würde die scheinbar größe-
ren Flächenansprüche pro Molekül nach erfolgter Hybridisierung erklären, da sich diese 
aus der ausgetauschten Ladungsmenge bei der Redoxreaktion des Ferrocens ergeben. 
Wird die pro Zeiteinheit ausgetauschte Strommenge kleiner, so wird der Raumanspruch 
bei gleich bleibender Ferrocen-Konzentration größer. Hier zeigt sich auch die Limitie-
rung der Aussagekräftigkeit dieses Parameters, da die Linearität zwischen Ladung Q 
und Oberflächenkonzentration offenbar von der Geschwindigkeit des Elektronenflusses 
abhängig ist.  
Der Elektronentransfer durch Proteine und DNA wurde in der Literatur vielfältig disku-
tiert. In den sechziger Jahren kam erstmals die Frage auf, ob die DNA entlang ihrer He-
lix-Achse Ladungen über π-π-Wechselwirkungen transportieren kann. Mit der Struktur-
aufklärung der DNA und ihrer Synthese über Automaten konnten vielfältige Systeme 
zur Aufklärung des Elektronentransfers geschaffen werden. Wichtig war dabei die bio-
logische Konsequenz der Ladungstransferreaktion durch die DNA und damit einherge-
hender DNA-Schäden. Besonders interessant war die Frage, warum die z.B. durch Licht 
induzierte Radikalbildung und die Stelle der eigentlichen Schädigung räumlich vonein-
ander getrennt waren. Die medizinische Forschung zielt daher darauf ab, den Ladungs-
transfer zu verstehen und Faktoren zu finden, die diesen Prozess beeinflussen.174, 175 
Zur Untersuchung des Transfers muss die DNA mit einer Redox-Sonde entweder kova-
lent oder durch Interkalation verbunden sein. Die Ladungsübertragung kann dann pho-
to- oder elektrochemisch induziert und untersucht werden. Die Forschungsgruppen von 
Giese174, 176-178 und Barton179-181 haben einen entscheidenden Beitrag zur Erforschung 
des Elektronentransports geleistet.  
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Man diskutiert vornehmlich zwei Möglichkeiten des Transfers: Superaustausch und 
Hopping.182-185 Beim Superaustausch wandert die Ladung in einem Schritt vom Donor 
zum Akzeptor, was bedeutet, dass sich die Ladung zu keiner Zeit auf der DNA-Brücke 
selbst aufhält. Es handelt sich dabei um einen Tunnelprozess. Beim Hopping-
Mechanismus wird die Ladung in mehreren Schritten zum Akzeptor transportiert, so-
dass die Ladung nach jedem einzelnen Hopping-Schritt kurzzeitig auf einer Base lokali-
siert ist. Eine wichtige Größe bei beiden Mechanismen ist der β-Wert, der die Abhän-
gigkeit der Übertragungsgeschwindigkeit kct vom Abstand R zwischen Donor und Ak-
zeptor beschreibt. Ein hoher β-Wert (≈ 1Å-1) bedeutet eine starke Abhängigkeit der Ge-
schwindigkeit kct von der Distanz, ein kleiner β-Wert (≈ 0.1Å-1) hingegen eine geringe 
Abhängigkeit. Der Superaustausch-Mechanismus ist durch hohe β-Werte gekennzeich-
net und beim Ladungstransport durch Proteine zu beobachten. Beim Hopping-
Mechanismus sind die β-Werte sehr variabel. Fest steht, dass die Geschwindigkeit des 
Ladungstransportes hier nicht von der Gesamtdistanz abhängt. Vielmehr ist der längste 
Hopping-Schritt, der innerhalb der gegebenen DNA-Sequenz auftritt, der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt. Das leicht oxidierbare Guanin spielt als intermediärer La-
dungsträger die größte Rolle. Bei Guanin-armen Sequenzen wird auch Adenin in Be-
tracht gezogen.178 Für genauere Untersuchungen der Distanz- und Sequenzabhängigkeit 
ist es wichtig, Donor und Akzeptor kovalent an definierte Positionen der DNA zu bin-
den. Barton et al.180 immobilisierten mit Daunomycin modifizierte DNA-Doppelstränge 
auf Goldoberflächen und untersuchten den Reduktionsprozess des Daunomycins, wel-
ches unabhängig von seiner Position in der DNA reduziert werden konnte. Beim Vor-
liegen einer Basenfehlpaarung jedoch wurde der Elektronentransfer so sehr verlang-
samt, dass keine Reduktion stattfinden konnte. Zur Umgehung der recht umständlichen 
Daunomycin-Modifizierung verwendete Barton Methylenblau als redoxaktiven Interka-
lator.186, 187 Dieser bindet unspezifisch an DNA-Duplizes und kann dem Assay einfach 
zugegeben werden. Auch dieses Transfer-System reagierte auf Basenfehlstellen in den 
DNA-Strängen, indem es durch Verlangsamung des Ladungstransportes die Reduktion 
des Methylenblaus verzögerte.  
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Wie lassen sich diese Überlegungen nun auf das oben vorgestellte System mit immobi-
lisierter einzelsträngiger PNA und anschließender Hybridisierung zu DNA übertragen? 
Bei einem äquivalenten System mit immobilisierter einzelsträngiger DNA, die im An-
schluss mit komplementärer DNA hybridisiert wurde, konnte ein langsamer Elektronen-
transfer durch die Einzelstränge und ein schnellerer durch den Doppelstrang festgestellt 
werden.106, 113, 143, 187 Ausgehend von DNA-Einzelsträngen wird jedoch eine niedrige 
Packungsdichte angenommen (s.o.), die zu einer lückenhaften Oberflächenstruktur 
führt. Somit haben Interkalatoren wie z.B. das von Barton187 verwendete Methylenblau 
oder das von Wong143 eingesetzte 2,6-Disulfonsäure-Anthrachinon direkten Zugang zur 
Elektroden-Oberfläche und erzeugen dort ein störendes elektrochemisches Signal, wel-
ches die Aussagekraft limitiert. Erst die Hybridisierung mit komplementärer DNA ver-
dichtet die Oberflächenstruktur, sodass ein Elektronentransfer durch die Hybride nach 
dem oben erwähnten Hopping-Mechanismus stattfinden kann. Durch die direkte Konju-
gation der redoxaktiven Spezies an das Biomolekül könnte der Elektronentransfer auch 
durch Einzelstränge aussagekräftiger untersucht werden, da hier definitiv kein Störsig-
nal zu erwarten ist.  
Die oben gezeigten Blocking-Studien für eine mit Fc-PNA-Einzelsträngen modifizierte 
Elektrode zeigen eine dicht beladene Elektrodenoberfläche. Hier zeigt sich deutlich der 
Vorteil von PNA als mögliche Sonde: durch das Fehlen der elektrostatischen Abstoßung 
wie im Falle von DNA ist die Oberfläche gleichmäßig dicht beladen. Dieses wurde auch 
schon von Aoki und Umezava gezeigt.74, 75 PNA-Oligomere weisen aufgrund ihres 
Pseudo-Peptid-Rückgrates eine gewisse Ähnlichkeit zu Proteinen auf, jedoch unter-
scheiden sie sich von ihnen über die zusätzliche Methyleneinheit im Aminoethylglycin.  
Zusätzlich liegt bei allen immobilisierten Systemen ein Ahx-Linker vor, der den Elek-
tronentransfer beeinflusst. Creager et al.188 konnten zeigen, dass der Elektronentransfer 
durch Alkanthiol-Ketten mit konjugiertem Ferrocen exponentiell mit einer Verlänge-
rung der Ketten abnahm. 
In dieser Arbeit wurde die Peaktrennung ∆E als Maß für die Geschwindigkeit des  
Elektronentransfers herangezogen. Ein Anstieg von ∆E bei Erhöhung der Spannungs-
vorschubgeschwindigkeit ist charakteristisch für einen langsamen Elektronentransfer 
durch auf Oberflächen immobilisierte Kettenmoleküle.172, 189 160, 172, 187, 190 Zunächst 
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wurden die ∆E-Werte aus den elektrochemischen Daten der immobilisierten Fc-PNA-
Einzelstränge ermittelt und gegen den Logarithmus der Spannungsvorschubgeschwin-
digkeit ν aufgetragen (siehe Abb. 6.20). 
 
 
Abb. 6.20: Graphische Darstellung des Zusammenhanges von Peaktrennung und Spannungsvorschub-
geschwindigkeit für Elektrode 67, Messreihe 2, P3 
 
Bei Hybridisierung zu voll-komplementärer DNA erhöhen sich die Werte für ∆E um 
20-30mV im Vergleich zu den Einzelsträngen (siehe Tab. 6.12). 
Tab. 6.12: Vergleich der aus der CV gewonnenen ∆E-Werte für immobilisierte Fc-PNA-Einzelstränge 
P3 vor und nach Hybridisierung mit komplementärer DNA D3 
 
Elektrode Oberfläche(cm2) 
∆E (V) 
vor 
Hybridisierung 
∆E (V) 
nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.054 0.080 0.026 
60 2.94·10-5 0.036 0.074 0.038 
67 3.37·10-5 0.048 0.070 0.022 
 
Dies deutet auf einen erschwerten Elektronentransport durch die PNA•DNA-Hybride 
hin. Diese Beobachtung steht im deutlichen Gegensatz zu den in der Literatur angege-
benen Transfer-Geschwindigkeiten für DNA-Stränge, welche sich bei Hybridisierung 
erhöhen.143, 191, 192 Die Vermutung liegt daher nahe, dass sich der Elektronentransfer 
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durch PNA•DNA-Hybride nicht nach dem oben für DNA•DNA-Hybride beschriebenen 
Hopping-Mechanismus vollzieht. 
Bei Betrachtung der Ep(red)-Werte der Square-Wave-Voltammetrie erkennt man eine 
Verminderung um durchschnittlich 34mV (siehe Tab. 6.13). 
Tab. 6.13: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep-Werte vor und nach Hybridisierung von P3 mit 
voll-komplementärer DNA D3 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red) (V) 
(SWV) vor 
Hybridisierung 
Ep(red) (V) 
(SWV) nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.542 0.518 0.024 
60 2.94·10-5 0.546 0.496 0.032 
66 2.13·10-5 0.546 0.510 0.036 
67 3.37·10-5 0.524 0.492 0.032 
68 2.04·10-5 0.520 0.472 0.048 
 
 
Diese Differenz steht vermutlich mit der massiven Änderung der Oberflächenbeschaf-
fenheit bei einsetzender Hybridisierung in Zusammenhang. Durch das Hinzukommen 
von negativer Ladung bei Hybridisierung der PNA mit komplementärer DNA kommt es 
zu einer Änderung der unmittelbaren Umgebung des Ferrocens (sog. Microenviron-
ment). Diskutiert wird hier eine Interaktion der oxidierten Form des Ferrocens (Fc+) mit 
der negativen Ladung der DNA.116, 167, 193 Ihara et al.116, 117 beobachteten eine Potential-
verschiebung bei Immobilisierung von Fc-modifizierten Oligonukleotiden auf Gold-
oberflächen. Im Vergleich zur elektrochemischen Messung in Lösung kommt es bei 
Verankerung der Moleküle auf der Oberfläche zu einer Strukturverdichtung, die die 
Umgebung des Ferrocens stark verändert. Der Vorteil von PNA-Oligomeren ist das 
Nichtvorhandensein von negativer Ladung, sodass die angesprochene Potentialver-
schiebung erst bei Hybridisierung von DNA mit den immobilisierten Einzelsträngen 
eintritt. Dieses konnte in der hier vorliegenden Arbeit festgestellt werden.  
Auch die Intensität der Signale wird deutlich verringert, wie in Abb. 6.21 sichtbar ist.  
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Abb. 6.21: CV (0.1V/s) und SWV (100Hz) von Fc-PNA P3 vor (-----) und nach (-----) Hybridisierung 
zu voll-komplementärer DNA D3, gemessen bei Raumtemperatur (Elektrode 60, Messreihe 
1 und 1.1) 
 
Dies hängt vermutlich mit der hinzukommenden Energie-Barriere zusammen, da der 
Weg durch das Hybrid im Vergleich zum Einzelstrang erschwert ist. 
 
Wie verhält es sich nun mit der Hybridisierung von PNA-Einzelsträngen mit DNA, 
welche Basenfehlstellen an verschiedenen Positionen enthält? 
 
Der Ladungstransfer durch DNA•DNA-Duplizes wird bei Auftreten von Basenfehlstel-
len empfindlich gestört, sodass die Transfer-Geschwindigkeiten deutlich niedriger wer-
den.106, 142, 143, 186, 187 In den letzten Jahren hat man vermehrt PNA als immobilisierte 
Sonde verwendet und damit Basenfehlstellen in der Target-DNA über verschiedene 
Redox-Marker wie z.B. [Co(phen)3]3+,40 [Ru(NH3)6]3+ 74, 75 oder Methylenblau194 nach-
gewiesen (siehe Kapitel 1.3). In diesen Systemen liegt die redoxaktive Spezies jedoch 
gelöst vor und kann über Bindung an das Hybrid (im Falle von [Co(phen)3]3+ und Me-
thylenblau) oder über Tunneln durch das Hybrid (im Falle von [Ru(NH3)6]3+) zum 
Nachweis der Hybridbildung des Targets genutzt werden.  
In der vorliegenden Arbeit ist der Redox-Marker direkt an den PNA-Strang gebunden, 
was zu einem veränderten elektrochemischen Verhalten führt. Ein elektrochemisches 
Signal ist auch nach Hybridisierung mit DNA mit Basenfehlstelle (sowohl interne als 
auch terminale Position) zu beobachten, obwohl die Intensität deutlich verringert ist.  
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Allerdings findet keine Verschiebung des Halbstufenpotentials wie im Falle voll-
komplementärer DNA statt. 
 
 
Abb. 6.22: CV (0.5V/s)und SWV (200Hz, reduktiver Teil) von Fc-PNA P3 vor (-----) und nach (-----) 
Hybridisierung mit DNA D7, die eine interne Basenfehlstelle enthält (Elektrode 60, Mess-
reihe 2 und 2.1; gemessen bei 4°C) 
 
 
Abb. 6.23: CV (500mV/s) und SWV (200Hz, reduktiver Teil) von Fc-PNA P3 vor (-----) und  
nach (-----) Hybridisierung mit DNA D8, die eine terminale Basenfehlstelle enthält 
(Elektrode 67, Messreihe 3 und 3.1; gemessen bei 15°C) 
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Diese Beobachtungen werfen folgende Fragen auf: 
• Findet ein Elektronentransfer durch PNA-DNA-Hybride auch bei Vorliegen ei-
ner Basenfehlstelle statt? 
ODER 
• Findet gar keine Hybridisierung statt, sodass die Verminderung der Intensität 
des elektrochemischen Signals nur auf die niedrige Temperatur zurückzuführen 
ist? 
 
Da das immobilisierte Hybrid aus PNA und DNA mit interner Basenfehlstelle (P3•D7) 
aufgrund der niedrigen Schmelztemperatur bei 4-10°C gemessen wurde, sind die Inten-
sitäten der bei der Cyclovoltammetrie gemessenen Signale entsprechend gering – die 
Peakhöhe stellt eine temperaturabhängige Größe dar. Es ist daher nicht möglich, einen 
Wert für die Peaktrennung ∆E zu ermitteln, welcher Aufschluss über die Geschwindig-
keit des Elektronentransfers geben würde. So ist es lediglich möglich, die Lage der 
Peakpotentiale aus der Square-Wave-Voltammetrie zu vergleichen.  
Tab. 6.14: Messreihe 2.1: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep(red)-Werte von Fc-PNA P3 vor 
und nach Hybridisierung mit DNA D7, die eine interne Fehlstelle enthält 
 
Elektrode Oberfläche/(cm2) 
Ep(red) SWV(V) 
vor 
Hybridisierung 
Ep(red) SWV(V) 
nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.458 0.452 0.006 
60 2.94·10-5 0.482 0.464 0.018 
66 2.13·10-5 0.498 0.498 0 
67 3.37·10-5 0.484 0.484 0 
68 2.04·10-5 0.472 n.b. n.b. 
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Wie aus Tab. 6.14 ersichtlich, ändern sich die Werte wesentlich weniger als im Falle der 
Hybridisierung mit voll-komplementärer DNA. Diese Beobachtung könnte darauf hin-
deuten, dass die Struktur der Oberfläche unverändert bleibt, also kaum Hybridisierung 
stattfindet. Ursache dafür könnte die die niedrige Bindungsenergie zwischen PNA und 
DNA mit interner Basenfehlstelle sein, da die Schmelztemperatur für dieses System nur 
28°C beträgt. Eine aufschlussreiche Studie über Assoziations- bzw. Dissoziati-
onskonstanten von PNA•DNA-Hybriden wurde von Jensen et al. mit Hilfe eines BIA-
core-Gerätes durchgeführt.80 Die Arbeitsgruppe untersuchte den Destabilisierungseffekt 
von Basenfehlstellen in DNA oder RNA bei der Hybridbildung mit PNA. Es konnte 
eine Abnahme der Assoziationskonstante und damit einhergehend eine Erhöhung der 
Dissoziationskonstante bei Vorliegen einer Fehlstelle festgestellt werden. Übertragen 
auf das hier vorliegende Hybridsystem, kombiniert mit den Beobachtungen von Aoki 
(s.u.), liegt die Vermutung nahe, dass die durch die Fehlstelle stark erhöhte Dissoziati-
onskonstante eine Hybridisierung gänzlich verhindert. 
Aoki et al.74, 75 stellten fest, dass die Hybridisierung von immobilisierter einzelsträngi-
ger PNA mit DNA, die eine Basenfehlstelle enthielt, nicht stattfand. Allerdings ist hier-
bei anzumerken, dass diese Experimente bei Raumtemperatur stattfanden, sodass die 
Hybridisierung eventuell aus diesem Grunde nicht eintreten konnte. 
Im Falle des Hybridisierungsexperiments von PNA mit DNA, die eine terminale Basen-
fehlstelle enthält (P3•D8), konnten aufgrund der etwas höheren Messtemperatur (15°C) 
auch Cyclovoltammogramme für die Elektroden 60, 66 und 67 gemessen werden. Ein 
Vergleich der ∆E-Werte ergab nur eine schwache Erhöhung von nur 4-10mV im Ver-
gleich zu den ∆E-Werten von einzelsträngiger Fc-PNA (siehe Tab. 6.15) 
Tab. 6.15: Vergleich der aus der CV gewonnenen ∆E-Werte für immobilisierte Fc-PNA-Einzelstränge 
P3 vor und nach Hybridisierung mit DNA D8, welche eine terminale Fehlstelle aufweist 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
∆E (V) 
vor 
Hybridisierung 
∆E (V) 
nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
60 2.94·10-5 0.064 0.074 0.010 
66 2.13·10-5 0.036 0.040 0.004 
67 3.37·10-5 0.068 0.074 0.006 
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Es ist daher nicht davon auszugehen, dass sich die Geschwindigkeit des Elektronen-
transfers maßgeblich ändert, wenn die PNA-Einzelstränge eine Hybridbildung mit 
DNA, die eine terminale Fehlstelle enthält, eingehen. 
Tab. 6.16: Messreihe 3.1: Vergleich der aus der SWV gewonnenen Ep(red)-Werte P3 vor und nach 
Hybridisierung mit DNA D8, die eine terminale Fehlstelle enthält 
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red) SWV(V) 
vor 
Hybridisierung 
Ep(red) SWV(V) 
nach 
Hybridisierung 
Differenz 
(V) 
42 2.92·10-5 0.452 0.440 0.012 
60 2.94·10-5 0.468 0.468 0.000 
66 2.13·10-5 0.472 0.470 0.002 
67 3.37·10-5 0.466 0.466 0.000 
68 2.04·10-5 0.450 n.b. n.b. 
 
Ein Vergleich der Lage der SWV-Peakpotentiale ergab eine Änderung, die, verglichen 
mit den Werten des Hybrids aus PNA mit voll-komplementärer DNA, nur sehr schwach 
war. Es kann daher angenommen werden, dass eine Hybridisierung nur in sehr gerin-
gem Maße stattfindet. 
 
Zusammenfassend lässt sich vermuten, dass eine Hybridisierung von Fc-PNA-
Einzelsträngen mit voll-komplementärer DNA (P3•D3) stattfindet und die Änderung 
der direkten Umgebung des Ferrocens durch Hinzukommen der Ladung des DNA-
Rückgrats zu einer Verschiebung des SWV-Potentials führt. Zudem ist eine Verlangsa-
mung des Elektronentransfers zu beobachten, was aus der Erhöhung der Werte für ∆E 
zu ersehen ist. 
Eine Hybridisierung der Fc-PNA-Einzelstränge mit DNA, die eine interne oder termina-
le Fehlstelle enthält (P3•D7; P3•D8), wird aufgrund der niedrigen Assoziationsenergie 
weitgehend verhindert, da sich die Lage des SWV-Peakpotentials in beiden Fällen kaum 
ändert. Aussagen über die Peaktrennung ∆E und die damit verknüpfte Geschwindigkeit 
des Elektronentransfers lassen sich nur für ein System aus PNA und DNA mit termina-
ler Fehlstelle treffen, da hier auswertbare Cyclovoltammogramme gemessen werden 
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konnten. Die Werte für die Peaktrennung (∆E) änderten sich im Vergleich zum ein-
zelsträngigen System kaum. Daraus lässt sich schließen, dass kein Hybridisierungspro-
zess stattfindet, denn dieser würde den Elektronentransfer verlangsamen. Im folgenden 
Kapitel werden bereits in Lösung gebildete PNA•DNA-Hybride auf Gold-Oberflächen 
immobilisiert und elektrochemisch untersucht. Da sich die Hybridbildung schon in Lö-
sung vollzieht, kann davon ausgegangen werden, dass sich nach Immobilisierung Hyb-
ride auf der Oberfläche befinden. Daher können auch Hybride aus PNA mit Fehlstellen-
haltiger DNA im Hinblick auf den Elektronentransfer untersucht werden. 
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6.4.2 Immobilisierung von in Lösung gebildeten Hybriden aus thiol-
modifizierter PNA und DNA 
 
Bei diesen Experimenten wurden Hybride aus Fc-PNA P3 und voll-komplementärer 
(D3) sowie fehlstellenhaltiger DNA (D7 und D8) in Lösung gebildet und dann auf der 
Goldoberfläche immobilisiert. Es sollte untersucht werden, welche Struktur bei der Im-
mobilisierung von Hybriden ausgebildet wird und inwiefern die Ladung der DNA den 
Strukturaufbau beeinflusst. Zudem sollte die Art des Elektronentransfers durch die Hyb-
ride untersucht werden. Interessant war dabei die Frage, ob das Elektron beide Stränge 
oder nur den direkt immobilisierten PNA-Strang passiert, wie folgende Abbildung zeigt: 
S
Fc
Au
S
Fc
Au  
Da die Schmelztemperaturen der immobilisierten Hybride bei den elektrochemischen 
Messungen berücksichtigt wurden, ist davon auszugehen, dass keine Dehybridisierung 
stattfand, also tatsächlich Hybride untersucht wurden. 
Hierzu wurden zunächst äquimolare Lösungen aus Fc-PNA P3 und entsprechender 
DNA (voll-komplementär D3 oder mit Basenfehlstelle D7, D8) hergestellt, auf 70°C 
erhitzt und langsam abgekühlt. In die so entstehende Hybrid-Lösung wurden die gesäu-
berten Goldelektroden eingetaucht und für 5 Tage bei 4°C belassen. 
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6.4.2.1 Immobilisierung eines Hybrids aus Fc-PNA mit voll-komplementärer 
DNA (P3•D3) 
Fc-accctgttat-Ahx-Cys              P3 
3´-TAATGGGACAATA-5`      D3
S
Fc
Au
Au
SH
Fc
+
5d/4°C
 
Tab. 6.17: Ergebnisse der mit dem oben beschriebenen Hybrid-System (P3•D3) beladenen Elektroden; 
die Werte für E1/2 und ∆E beziehen sich auf ν = 1V/s  
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V) 
(SWV) 
E1/2(V)
(CV) ∆E (V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint 
(Å2) 
28 2.8·10-5 0.438 0.428 0.050 0.62·10-10 384 
30 4.11·10-5 0.440 0.453 0.067 0.91·10-10 378 
31 5.17·10-5 0.436 0.432 0.056 0.62·10-10 353 
33 3.21·10-5 0.464 0.476 0.052 1.14·10-10 238 
34 5.61·10-5 0.460 0.465 0.022 1.47·10-10 323 
35 1.35·10-5 0.470 0.470 0.068 0.26·10-10 441 
37 3.17·10-5 0.466 0.467 0.046 0.93·10-10 289 
38 1.57·10-5 0.474 0.477 0.046 0.36·10-10 367 
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Abb.6.24: CV (ν = 1V/s; E1/2 = 0.428V vs. Ag/AgCl) und SWV (60Hz, reduktiver Teil; Ep(red) = 0.438V 
vs. Ag/AgCl) des oben beschriebenen Hybridsystems (P3•D3; Elektrode 28; gemessen bei 
Raumtemperatur) 
 
 
 
Abb. 6.25: Darstellung des linearen Zusammenhanges zwischen ν und dem Peakstrom Ip  
(Elektrode 28; P3•D3) 
 
Es wurden Cyclo- und Square-Wave-Voltammogramme gemessen und die Lage des 
Peakpotentials sowie die Fläche unter den anodischen und kathodischen Kurven  
(= Ladung Q) bestimmt. Die CV-Messungen wurden mit deutlich höheren Spannungs-
vorschubgeschwindigkeiten (ν = 1-5V/s) durchgeführt als jene aus Abschnitt 6.4.1. 
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6.4.2.2 Immobilisierung eines Hybrids aus Fc-PNA mit DNA, die eine interne Ba-
senfehlstelle aufweist (P3•D7) 
 
S
Fc
Au
Au
SH
Fc
+
5d/4°C
Fc-accctgttat-Ahx-Cys              P3 
3´-TAATGGGCCAATA-5`      D7
 
Tab. 6.18: Ergebnisse der mit dem oben beschriebenen Hybrid-System (P3•D7) beladenen Elektroden; 
die Werte für E1/2 und ∆E beziehen sich auf ν = 1V/s  
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V) 
(SWV) 
E1/2(V) 
(CV) ∆E (V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint 
(Å2) 
40 3.82·10-5 0.470 0.476 0.080 1.19·10-10 271 
41 5.08·10-5 0.468 0.476 0.074 1.12·10-10 381 
42 2,92·10-5 0.464 0.470 0.078 0.73·10-10 338 
44 1.12·10-4 0.480 n.b. n.b. n.b. n.b. 
 
 
 
Abb. 6.26: CV (ν = 1V/s; E1/2 = 0.476V vs. Ag/AgCl) und SWV (Fr = 60Hz, reduktiver Teil; Ep(red) = 
0.468V vs. Ag/AgCl) des oben beschriebenen immobilisierten Hybrids(P3•D7; Elektrode 
41; gemessen bei 4-10°C) 
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Abb. 6.27: Darstellung des linearen Zusammenhanges zwischen ν und dem oxidativen Peakstrom Ip(ox) 
(Elektrode 41; P3•D7) 
 
 
 
6.4.2.3 Immobilisierung eines Hybrids aus Fc-PNA mit DNA, die eine terminale 
Basenfehlstelle aufweist (P3•D8) 
 
Fc-accctgttat-Ahx-Cys              P3 
3´-TAACGGGACAATA-5`      D8
S
Fc
Au
Au
SH
Fc
+
5d/4°C
 
Tab. 6.19: Ergebnisse der mit dem oben beschriebenen Hybrid-System (P3•D8) beladenen Elektroden; 
die Werte für E1/2 und ∆E beziehen sich auf ν = 1V/s  
 
Elektrode Oberfläche (cm2) 
Ep(red)(V)
(SWV) 
E1/2(V) 
(CV) ∆E (V) 
Oberflächen-
konzentration 
(mol/cm2) 
Footprint
(Å2) 
44 1.12·10-5 0.478 0.480  0.080 3.76·10-10 252  
45 1.33·10-5 0.478 0.488  0.088 3.79·10-10  295 
46 1.70·10-5 0.478 n.b n.b n.b. n.b. 
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Abb. 6.28: CV (ν = 1V/s; E1/2 = 0.480V vs. Ag/AgCl) und SWV (Fr = 60Hz, reduktiver Teil; Ep(red) = 
0.478V vs. Ag/AgCl) des oben beschriebenen immobilisierten Hybrids (P3•D8; Elektrode 
44; gemessen bei 15°C) 
 
 
Abb. 6.29: Darstellung des linearen Zusammenhanges zwischen ν und dem oxidativen Peakstrom Ip(ox) 
(Elektrode 45; P3•D8) 
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6.4.2.4 Diskussion 
 
Die immobilisierten Hybride aus thiol-modifizierter Fc-PNA mit voll-komplementärer 
DNA (P3•D3) ergaben Oberflächenkonzentrationen von durchschnittlich  
8·10-11mol/cm2, wobei ein Molekül einen Flächenanspruch von durchschnittlich 
347±56Å2 einnahm. Die Anzahl der immobilisierten Moleküle beträgt ca. 5·1013 pro 
cm2 und entspricht damit den von Steel169, 170 und Kraatz113, 115 gemessenen Werten für 
DNA•DNA-Hybride, ist jedoch deutlich niedriger als für PNA-Einzelstränge. Der hohe 
Flächenanspruch lässt vermuten, dass sich tatsächlich Hybride auf der Goldoberfläche 
ablagern, da einzelsträngige PNA einen niedrigeren Raum beansprucht, wie in Ab-
schnitt 6.4.1 gezeigt. Bei den Hybriden kommt es durch das Vorliegen von negativer 
Ladung zu einer elektrostatischen Abstoßung, welche zu Störungen beim Strukturauf-
bau führen kann. Zudem liegen die Hybride in helikalen Strukturen vor und haben daher 
einen höheren Flächenanspruch. 
Der direkte Vergleich der Peakpotentiale aus CV und SWV ist schwer möglich, da diese 
Werte zu unterschiedlichen Tagen bestimmt wurden. Wie in Abschnitt 6.4.1 erwähnt, 
bringt diese Tatsache eine Unsicherheit mit sich, die sich vor allem aus Verdunstungs-
effekten der Kaliumchlorid-Lösung in der Ag/AgCl-Referenzelektrode ergibt. Diese 
Fehlerquelle wurde in den Experimenten aus Abschnitt 6.4.1 vermieden, da dort die 
Potentiale von Messungen verglichen wurden, die zeitlich dicht beieinander lagen. Zu-
sätzlich wurden dort vergleichende Messungen auf derselben Elektrode durchgeführt, 
wodurch ein weiterer Ungenauigkeitsfaktor reduziert wurde. 
Die Bestimmung der Peaktrennung ∆E bei verschiedenen Spannungsvorschubge-
schwindigkeiten ergab analog Abschnitt 6.4.1 für alle hier vorgestellten Hybrid-
Systeme einen exponentiellen Zuwachs, wie beispielhaft aus Abb. 6.30 zu ersehen ist. 
Dieser ist, wie bereits erwähnt, charakteristisch für einen Elektronenfluss durch immo-
bilisierte Kettenmoleküle. 
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Abb. 6.30: Links: Abhängigkeit der Peaktrennung ∆E von log ν für ein immobilisiertes Hybrid aus Fc-
PNA mit voll-komplementärer DNA P3•D3 (Elektrode 28) und (rechts) DNA mit interner 
Basenfehlstelle P3•D7 (Elektrode 41). Ein vergleichbarer Graph wurde für ein Hybrid aus 
PNA mit DNA mit terminaler Basenfehlstelle (P3•D8) erhalten.  
 
Der direkte Vergleich dieser Systeme ist, wie oben angesprochen, problematisch, da es 
sich nicht um dieselben Elektroden handelt, d.h., dass Belegung und Elektrodenoberflä-
che unterschiedlich sind und zudem an unterschiedlichen Tagen gemessen wurde. 
Trotzdem soll im Folgenden auf die Unterschiede bezüglich der Peaktrennung ∆E ein-
gegangen werden.  
Tab. 6.20: Vergleich der aus der CV gewonnenen ∆E-Werte für P3•D3, P3•D7 und P3•D8 
 
ν/mVs-1 ∆E mV P3•D3 (El. 28) 
∆E mV 
P3•D7 (El. 41) 
∆E mV 
P3•D8 (El. 44) 
1000 50 70 70 
2000 56 85 90 
3000 63 97 100 
5000 95 144 130 
 
Für Hybride aus PNA und DNA mit Basenfehlstelle (interne und terminale Position) 
zeigte sich ein ∆E-Zuwachs von 20-30mV. Dies deutet auf eine Verzögerung der Ge-
schwindigkeit des Elektronentransfers hin. Fraglich ist jedoch, nach welchem Mecha-
nismus die Ladung durch das Hybrid wandert.  
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Studien von Yu, Wong oder Barton 106, 143, 187 zeigen, dass sich der Elektronentransfer 
bei Vorliegen einer DNA-Fehlstelle in einem DNA•DNA-Hybrid derart verlangsamt, 
dass kein elektrochemisches Signal mehr gemessen werden kann. In dem hier vorge-
stellten System kommt es zwar offensichtlich zu einer Verzögerung des Elektronen-
transports, jedoch ergibt das Ferrocen weiterhin ein elektrochemisches Signal. Der für 
DNA•DNA-Duplizes vorgeschlagene Hopping-Mechanismus kommt daher vermutlich 
weniger in Frage, da dieser an eine intakte Stapelung der komplementären Basen ge-
bunden ist. Jedoch kann auch nicht vollständig auf den Superaustausch-Mechanismus 
geschlossen werden, da in diesem Fall eine Fehlstelle nicht zu einer Verringerung der 
Geschwindigkeit des Ladungstransfers führen dürfte. Es kann vermutet werden, dass 
der Transfer durch beide Stränge verläuft, da eine Fehlstelle in der DNA den Elektro-
nenfluss verlangsamt. Auf alle Fälle sollte die Tatsache, dass PNA-Oligomere eine 
Mischstruktur aus Peptiden und Nukleinsäuren darstellen, nicht außer Acht gelassen 
werden. Die Theorien über den Ladungstransfer durch DNA•DNA-Duplizes lassen sich 
daher nur begrenzt auf den durch PNA•DNA-Duplizes übertragen. Augenscheinlich 
jedoch ist, dass für den Erhalt von Hin- und Rückreaktion bei der CV höhere Span-
nungsvorschubgeschwindigkeiten aufgebracht werden müssen als für Fc-PNA-
Einzelstränge. Es scheint, dass der Elektronentransfer durch die PNA•DNA-Hybride 
(voll-komplementär oder mit Fehlstelle) erschwert ist, und erst bei hohen ν-Werten re-
versibel ablaufen kann. 
 
Zusammenfassend wurde beobachtet, dass in Lösung gebildete und auf Gold-
Oberflächen immobilisierte Hybride aus Fc-PNA und DNA höhere Flächenansprüche 
und zugleich niedrigere Oberflächenkonzentrationen ergeben als Fc-PNA-
Einzelstränge. Vermutlich führt die elektrostatische Abstoßung der Ladungen des DNA-
Rückgrates zu einer Störung während des Strukturaufbaus und einer reduzierten Pa-
ckungsdichte. Der Elektronentransfer, gemessen am Parameter ∆E wird bei Vorliegen 
einer Fehlstelle in der DNA langsamer im Vergleich zu dem durch voll-komplementäre 
Stränge und PNA-Einzelstränge. 
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6.4.3 Immobilisierung von in Lösung gebildeten Hybriden aus thiol-
modifizierter DNA (18-mer) mit Fc-PNA (P2•D1’) 
 
Fc-accctgttat-Lys                                                      P2
3`-TAATGGGACAATAGGGAT-(CH2)6-SH-5`  D1'
S
Au
Fc
SH
Au
Fc
+
5d/4°C
 
 
In den hier vorliegenden Experimenten wurde ein Hybridsystem gewählt, in welchem 
die Fc-PNA über thiol-modifizierte DNA auf der Goldoberfläche verankert ist. Für die-
ses System wäre folgender Elektronentransfer denkbar. 
S
Fc
 
Ziel dieser Experimente war es, zu untersuchen, wie sich die veränderte Lage des Ferro-
cens auf den Elektronentransfer auswirkt. 
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6.4.3.1 Ergebnisse 
 
Es zeigte sich, dass das cyclovoltammetrische Experiment für dieses System ungeeignet 
ist, da keine Oxidations- bzw. Reduktions-Signale gemessen werden konnten. Mit Hilfe 
der Square-Wave-Voltammographie wurden schwach ausgeprägte Signale gewonnen, 
deren Peakpotentiale in Tab. 6.21 aufgelistet sind: 
Tab. 6.21: Ergebnisse der mit P2•D1’ beladenen Elektroden 
 
Elektrode Ep(red)(V) (SWV) 
48 0.480 
50 0.490 
51 0.484 
52 0.472 
 Ø = 0.482±0.007 
 
6.4.3.2 Diskussion 
 
Aus der Diskussion in Abschnitt 6.4.1 geht hervor, dass sich längere DNA-Sequenzen 
auch unspezifisch über die Nukleobasen an die Goldoberfläche haften.30, 31 In dem hier 
vorliegenden Hybridsystem liegt eine 18 Nukleobasen lange DNA-Kette vor, die zu-
sätzlich durch einen C6-Linker von der Oberfläche getrennt ist. Die Flexibilität für die-
ses Hybrid-System ist vermutlich recht hoch. Vom 5’-Ende aus gesehen liegen 5 DNA-
Basen einzelsträngig vor. Geht man von hoher Flexibilität aus sowie von der Tatsache, 
dass die freien Basen am 5’-Ende unspezifisch an die Oberfläche binden, so kann ver-
mutet werden, dass die Hybride in diesem System eine größere Fläche einnehmen als 
die Hybride aus Abschnitt 6.4.2 (P3•D3; P3•D7; P3•D8) Erschwerend kommt die nega-
tive Ladung des DNA-Rückgrats hinzu, die zu einer elektrostatischen Abstoßung und 
dementsprechend zu einer Behinderung bei der Ausbildung des SAM führen kann. 74, 75 
Abb. 6.31 stellt eine mögliche Oberflächenstruktur des oben beschriebenen Hybrid-
Systems dar. Sie soll deutlich machen, dass die immobilisierten Hybride einen recht 
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hohen Flächenanspruch haben, da sie bedingt durch hohe Flexibilität und unspezifische 
Adsorption vermutlich flach auf der Oberfläche liegen. 
S             S             S
Au  
Abb. 6.31: Mögliche Oberflächenstruktur des immobilisierten Hybrid-Systems P2•D1’ 
 
Daraus folgt, dass die Oberflächenbelegung und damit die Ferrocen-Konzentration 
niedrig ist, was zu einem nur schwach ausgebildeten SWV-Signal führt. Leider konnten 
für dieses System keine Werte für die Peaktrennung ∆E ermittelt werden, die  
eventuell Aussagen über die Geschwindigkeit des Elektronentransfers geliefert hätten. 
Untersuchungen von Kraatz115 zeigen jedoch, dass der Elektronentransfer durch ein 
äquivalentes System aus DNA•DNA-Hybriden mit kovalent gebundenem Ferrocen ver-
langsamt ist (Abb. 6.32). Die Geschwindigkeit des Elektronentransfers war für Modell I 
ca. 5mal schneller als für Modell II. 
S
Au
S
Fc
FcI II
Au  
Abb. 6.32: Modelle zur Beschreibung des Elektronentransfers durch DNA•DNA-Hybride mit unter-
schiedlicher Verknüpfung des Ferrocens115 
 
Diese Beobachtungen erklären das schwache Signal des hier vorliegenden Experiments. 
Der Elektronentransfer ist vermutlich im Vergleich zu den Experimenten aus Abschnitt 
6.4.2 stark verlangsamt.  
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6.5 Elektrochemische Impedanz-Spektroskopie (EIS) 
 
In der elektrochemischen Impedanzspektroskopie legt man an ein zu untersuchendes 
System wie z.B. Oberflächenbeschichtungen eine Wechselspannung an, deren Frequenz 
variiert wird, und ermittelt die frequenzabhängige Impedanz (= Wechselstromwider-
stand). Bei der Auswertung der Daten versucht man, das elektrochemische System 
durch ein Ersatzschaltbild zu beschreiben, das sich aus Reihen- und Parallel-
Schaltungen (z.B. Ohm’scher Widerstand, Kondensator etc.) zusammensetzt. In dem 
hier vorliegenden System, welches aus einer mit PNA-Oligomeren beschichteten Gold-
elektrode besteht, misst man also den Widerstand zwischen der Goldelektrode und einer 
Platin-Gegenelektrode, wobei eine Ag/AgCl-Elektrode als Referenz dient. Man erwartet 
bei Hybridisierung der einzelsträngigen PNA mit komplementärer DNA eine Verdich-
tung der Oberfläche und damit eine Impedanz-Zunahme.  
 
S   S   S   S   S   S
e
Platin-Gegenelektrode
Hybridisierung
mit DNA
S   S   S   S   S   S
e
Einzelstrang aus Metallocen-PNA
 
Hybrid aus Metallocen-PNA und komplementärer DNA
Platin-Gegenelektrode
Au Au
 
Abb. 6.33: Schematischer Ablauf des EIS-Experimentes bei Hybridisierung von komplementärer DNA 
mit immobilisierten PNA-Einzelsträngen 
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Die angelegte Wechselspannung kann durch eine sinusoidale Potential-Zeit-Kurve wie-
dergegeben werden, welche folgender Gleichung gehorcht: 
Ê = E0·sin(ω·t) 
(ω = Winkelgeschwindigkeit oder winkelabhängige Frequenz; ω = ν/2π·) 
 
Die Amplitude liegt zwischen gewöhnlich zwischen 2 und 10mV. 
 E tπ/ω 2π/ω
 
 
Es ist üblich, das Potential Ê als einen rotierenden Vektor wiederzugeben, bei dem der 
resultierende Wechselstrom Î über den Phasenwinkel Φ von Ê getrennt ist.  
Bei reinen Ohm’schen Widerständen erhält man als Antwort auf die angelegte Wechsel-
spannung einen Wechselstrom gemäß der Gleichung: 
Î = I0·sin (ω·t) 
 
Dieser ist nicht phasenverschoben bezüglich der Wechselspannung, sodass Φ = 0 ist. 
 
 E bzw. I
t
IE
Stromkurve
Potentialkurve
Vektor:
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Gemäß dem Ohm’schen Gesetz für Wechselstrom kann der aus der angelegten Wech-
selspannung Ê resultierende Widerstand R über Ê = R·Î berechnet werden. 
Ersetzt man den Ohm’schen Widerstand durch einen Kondensator, kommt es zu einer 
Phasenverschiebung zwischen Wechselstrom und Wechselspannung. Der Wechselstrom 
eilt der Wechselspannung um Φ = -90° voraus:  
It = I0·sin (ω·t+Φ) 
 
 E bzw. I
tI
E= -j*Cdl*I
Vektor:
Stromkurve
Potentialkurve  
 
Mathematisch gesehen ist das Vorauseilen des Stromes mit dem Imaginär-Term  
j = 1−  zu beschreiben. Physikalisch kommt dieses Phänomen durch die Trägheit der 
Ladungsansammlung zustande, die den schnellen Auf- und Entladevorgängen nicht fol-
gen kann. 
Die Elektrodenoberfläche, die ähnlich einem Kondensator Ladung akkumuliert, stellt 
infolge des periodischen Auf- und Entladevorganges für den Wechselstrom einen endli-
chen Widerstand dar. Die Kapazität des Kondensators wird durch Cdl ausgedrückt. Für 
eine an einen Kondensator angelegte Spannung gilt: 
Ê = -j·Cdl·Î 
 
Bei in Reihe geschalteten Elementen ÊR (an einen Widerstand angelegte Spannung) und 
ÊC (an einen Kondensator angelegte Spannung) gilt die Gleichung: 
Ê = ÊR + ÊC 
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Da der Ohm’sche Widerstand mit zunehmender Frequenz steigt, während der kapazitive 
Widerstand sinkt, ändert sich das Verhältnis von beiden Größen während eines  
Experiments laufend, wobei die Summe immer ausgeglichen sein muss. Eine Übertra-
gung beider Widerstände auf das Ohm’sche Gesetz ergibt: 
Ê = Î·(R·-j·Cdl) 
 
Den in Klammern stehenden Term bezeichnet man als Impedanz Z, sodass 
Ê = Î·Z 
 
Der gesamte Wechselstromwiderstand besteht aus einem Realteil und einem Imaginär-
teil: 
Zg(ω) = ZRe - j·ZIm 
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Man gibt diese Zusammenhänge in einem dreidimensionalen Vektordiagramm wieder, 
bei dem die Lage der resultierenden Gesamtimpedanz abhängig vom Phasenwinkel Φ 
ist. 
R
Z
-j*Cdl
Φ
 
 
Für die Auswertung der EIS-Messung ist es zunächst wichtig, ein geeignetes Modell zu 
finden, welches dem gemessenen System (in diesem Fall der beschichteten Goldober-
fläche) am nächsten kommt. Hierzu stehen mehrere Impedanz-Elemente zur Verfügung: 
• Ru: Widerstand des Elektrolyten 
• Rs: Serienwiderstand  
• Rct: Durchtrittswiderstand (= Charge-Transfer-Widerstand) der beim Elektro-
nenaustausch zwischen Elektrode und Ionen zustande kommt  
• Cdl: Doppelschichtkapazität der Arbeitselektrode  
• CADS: Kapazität der modifizierten Elektrodenoberfläche bei Immobilisierung 
von Molekülen; wird häufig auch als CPE (= Constant Phase Element) bezeich-
net  
? Q-Element: Kapazität eines undichten und fehlerhaften Kondensators; 
ähnlich der Kapazität CADS (bei Modifizierung der Elektrodenoberfläche 
und resultierender undichter Packung von Molekülen) 
• W: Warburg-Element; beschreibt die Konzentrationsschwankungen beim diffu-
sionskontrollierten Hin- und Wegtransport der Ladung und den sich hieraus er-
gebenen Widerstand 
• O-Element: beschreibt den Hin- und Wegtransport von Ladung bei auf der Ober-
fläche immobilisierten redoxaktiven Spezies, die in definiertem Abstand zu der 
Elektrodenoberfläche stehen 
Für das hier vorliegende System, bei dem PNA-Einzelstränge auf der Oberfläche im-
mobilisiert wurden, ist das Ersatzschaltbild (Abb. 6.34) nach Randles195 geeignet. 
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Rct
Ru
Q
 
Abb. 6.34: Ersatzschaltbild nach Randles  
 
Die gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der Software ZSimpWin (Princeton Applied 
Research) auf das obige Modell korrigiert. In der graphischen Darstellung werden daher 
immer die unkorrigierten und die korrigierten Daten dargestellt. 
Es existieren verschiedene Diagrammformen zur Darstellung der frequenzabhängigen 
Impedanz. Die Darstellung nach Bode ist zweidimensional und trägt die Gesamtimpe-
danz Zg oder den Phasenwinkel Ф gegen die logarithmierte Kreisfrequenz auf. 
 
 
Abb. 6.35: Bode-Diagramme für ein System aus immobilisierter einzelsträngiger Cc+-PNA P5 
 
Graph A zeigt, dass die Gesamtimpedanz mit zunehmender Frequenz kleiner wird. Aus 
der Darstellung in Graph B wird ersichtlich, dass im Verlauf des Experiments von ho-
hen zu niedrigen Frequenzen der Phasenwinkel Φ und damit der imaginäre Part der Im-
pedanz zunächst größer wird, bis er ein Maximum erreicht und dann wieder abfällt. 
Während der Messung ist also ein Zuwachs an kapazitiven Widerständen zu verzeich-
nen, die jedoch mit weiter abnehmender Frequenz wieder kleiner werden. Die genaue 
Zusammensetzung von Real- und Imaginärteil während einer Messung ist mit dieser Art 
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der Abbildung allerdings schwer zu ermitteln. Es ist daher üblich, die drei Parameter 
ZRe (= Z’), ZIm (=Z’’) und die Frequenz ω in so genannten Nyquist-Diagrammen wie-
derzugeben. Da eine dreidimensionale Darstellung zu komplex wäre, wird im Nyquist-
Diagramm der Realteil Z’ auf die Abszisse, der Imaginärteil als -Z’’ auf die positive 
Ordinate aufgetragen. Der Verlauf der Frequenz wird mit Pfeilen in die Kurve eingetra-
gen. 
 
Abb. 6.36: Nyquist-Diagramm für eine Messung von immobilisierter einzelsträngiger Cc+-PNA P5 
 
Wie kommt diese Kurvenform zustande? 
Bei sehr hohen Frequenzen fällt der imaginäre Teil der Impedanz auf Null, weil die  
Elektrodenoberfläche bei extrem schnellem Auf- und Entladen keine Kondensator-
Eigenschaften aufweist. Dem Strom wird hier nur der Ohm’sche Widerstand (Ru) ent-
gegengesetzt. Bei sehr niedrigen Frequenzen sperrt der Kondensator, weil er dem 
Stromfluss einen extrem hohen Widerstand entgegensetzt, sodass der Strom nur über 
die Elemente Ru und Rct fließt. Bei mittleren Frequenzen fließt der Strom über alle drei 
Impedanzelemente Ru, Rct und Cdl. 
Am Maximum des Kurvenverlaufes, also bei den Frequenzen, bei denen der Imaginär-
teil am größten ist, gilt: 
ω = 1/Rct·Cdl 
Auf diese Weise lassen sich die Werte für Rct, Ru und Cdl aus dem Kurvenverlauf des 
Nyquist-Diagramms ermitteln. Die Werte für Cdl beziehen sich also immer auf Fre-
quenzwerte, bei denen der Imaginärteil sein Maximum erreicht. 
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6.5.1 Vergleich von PNA-Einzelsträngen und PNA•DNA-Duplizes auf 
der Gold-Oberfläche 
 
Messprinzip: 
 
Die Experimente in der hier vorliegenden Arbeit bestehen aus folgenden Schritten: 
 
• Schritt 1: EIS-Vermessung der unbeladenen Goldelektrode 
• Schritt 2: Immobilisierung von einzelsträngiger Metallocen-PNA über 5 Tage 
bei 4°C auf der Au-Mikroelektrode  
• Schritt 3: Auswertung der Au-Mikroelektrode mit EIS 
• Schritt 4: Hybridisierung mit DNA (vollkomplementär / mit Basenfehlstelle)  
über 6h 
• Schritt 5: Vermessung der Au-Mikroelektrode mit EIS 
• Schritt 6: Vergleich der EIS-Daten 
 
Zur Untersuchung des Impedanzverhaltens wurde die Goldelektrode in Phosphat-Puffer 
(pH7) eingetaucht und mit einer Ag/AgCl-Elektrode als Referenzelektrode und einem 
Platindraht als Gegenelektrode vermessen. 
Die gemessenen Werte für die Impedanzelemente wurden jeweils auf die tatsächlichen 
Oberflächen der Elektroden korrigiert. Bei einer Amplitude von 10mV wurde die Impe-
danz über einen Frequenzbereich von 0.1 bis 105Hz aufgenommen. 
Für die Messungen in Abschnitt 6.4 konnte keine Cc+-PNA verwendet werden, da die 
Quasireversibilität des Cobaltoceniums eine elektrochemische Quantifizierung der  
Oberflächenkonzentration erschwert. Da die Art des Metall-Komplexes für die Messung 
der elektrochemischen Impedanz nicht von Bedeutung ist, wurden für die hier durchge-
führten Experimente beide Metall-PNA-Oligomere verwendet. 
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6.5.1.1 Hybridisierung mit voll-komplementärer DNA 
(P3•D3; P5•D3) 
S
Au
M-accctgttat-(Lys)-Ahx-Cys  M=Fc, Cc+   P3; P5 
3´-TAATGGGACAATA-5`                         D3
S
Au
6h/4°C
MM
+
 
 
 
Abb. 6.37: Nyquist-Diagramm einer Elektrode (A = 1.23·10-5cm2), die zunächst leer vermessen wurde 
(♦), dann mit einzelsträngiger Cc+-PNA P5 beladen (● = gemessen; □ = korrigiert) und 
anschließend mit vollkomplementärer DNA D3 hybridisiert wurde (▼= gemessen; 
  = korrigiert). Die Messung wurde bei einem Potential von -700mV und bei RT durchge-
führt. 
 
Tab. 6.22: Ergebnisse der Messung des Hybrids P5•D3 
Impedanz- 
element 
Unbeladene 
Elektrode ss-PNA P5 
PNA•DNA (P5•D3) 
(voll-komplementär) 
Rct/kΩ 0.90 2.06 3.10 
Cdl/µF 5.81 2.55 1.69 
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6.5.1.2 Hybridisierung mit DNA mit interner Fehlstelle 
(P3•D7; P3•D7) 
 
S
Au
M-accctgttat-(Lys)-Ahx-Cys  M=Fc, Cc+   P3; P5 
   3´-TAATGGGCCAATA-5`                      D7
S
Au
6h/4°C
MM
+
 
 
Abb. 6.38: Nyquist Diagramm einer Elektrode (A = 3.37·10-5cm2), die zunächst leer vermessen wurde 
(♦), dann mit einzelsträngiger Fc-PNA P3 beladen (● = gemessen; □ = korrigiert) und an-
schließend mit DNA mit interner Basenfehlstelle D7 hybridisiert wurde (▼= gemessen; 
= korrigiert). Die Messung wurde bei einem Potential von -700mV und bei einer Tempe-
ratur von 4°C durchgeführt. 
 
Tab. 6.23: Ergebnisse der Messung des Hybrids P3•D7 
Impedanz- 
element 
Unbeladene 
Elektrode ss-PNA P3 
PNA•DNA P3•D7 
(interne Basenfehlstelle) 
Rct/kΩ 0.93 1.20 1.30 
Cdl/µF 21.47 6.04 6.26 
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6.5.1.3 Hybridisierung mit DNA mit terminaler Basenfehlstelle 
(P3•D8; P5•D8) 
S
Au
M-accctgttat-(Lys)-Ahx-Cys  M=Fc, Cc+   P3; P5 
 3´-TAACGGGACAATA-5`                        D8
S
Au
6h/4°C
MM
+
 
 
 
Abb. 6.39: Nyquist Diagramm einer Elektrode (A = 1.99·10-5cm2), die zunächst leer vermessen wurde 
(♦), dann mit einzelsträngiger Cc+-PNA P5 beladen (●= gemessen; □ = korrigiert) und an-
schließend mit DNA mit terminaler Basenfehlstelle D8 hybridisiert wurde (▼= gemessen; 
= korrigiert). Die Messung wurde bei einem Potential von -700mV und bei einer Tempe-
ratur von 15°C durchgeführt. 
 
Tab. 6.24: Ergebnisse der Messung des Hybrids P5•D8 
Impedanz- 
element 
Unbeladene 
Elektrode ss-PNA P5 
PNA•DNA P5•D8 
(terminale Basenfehl-
stelle) 
RCT/kΩ 2.51 3.13 2.75 
Cdl/µF 2.61 1.07 1.52 
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6.5.2 Interpretation 
 
Die Dynamik des Ladungstransfers in einem elektrochemischen Experiment wird durch 
die Beschaffenheit der Elektrodenoberfläche und die Struktur der elektrischen Doppel-
schicht stark beeinflusst. Viele Studien haben ergeben, das der Transport von Elektro-
nen durch (Thiol)-Modifizierung der Elektrodenoberfläche erschwert wird.196-198 
Der Charge-Transfer-Widerstand Rct ist ein Maß dafür, inwieweit die Elektronen die 
belegte Elektrodenoberfläche durchdringen können. Es wird eine Zunahme dieses Im-
pedanzelementes bei Immobilisierung einzelsträngiger DNA erwartet, wohingegen eine 
anschließende Hybridisierung mit komplementärer DNA durch den erleichterten Elekt-
ronentransfer eine Verringerung dieses Parameters mit sich bringt. Der erleichterte  
Elektronentransfer durch DNA•DNA-Hybride infolge der Basen-Stapelung wurde in 
der Literatur vielfältig diskutiert.115, 182, 187, 192, 199 Pan und Rothberg200 untersuchten mit 
Hilfe der EIS die Unterschiede im Elektronentransfer von K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] 
durch einzelsträngige DNA im Vergleich zu dem durch DNA•DNA-Duplizes auf Gold-
oberflächen. Im Unterschied zu dem hier vorliegenden System wurde die Oberfläche 
zunächst mit Thiolen unterschiedlicher Länge modifiziert und die DNA über Streptavi-
din an 11-Mercaptoundecansäure gebunden. Es wurde festgestellt, dass eine Hybridisie-
rung den Wert für Rct sinken ließ, die Werte für die Doppelschichtkapazität Cdl jedoch 
steigen ließ.  
Kraatz et al.201 untersuchten die Unterschiede im Elektronentransfer durch DNA-
Duplizes im Vergleich zu mit Zn2+-Ionen modifizierter M-DNA. Auch hier nahm der 
Wert für RCT ab, da der Transport von K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] durch die M-DNA im 
Vergleich zur dsDNA erleichtert war. 
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Wie lassen sich diese Ergebnisse nun auf das hier vorliegende Modell übertragen?  
Die Arbeitsgruppe von Macanovic202 immobilisierte einzelsträngige PNA auf Si/SiO2-
Oberflächen und untersuchte den Verlauf der Hybridisierung mit voll-komplementärer, 
FITC-modifizierter DNA mit Hilfe der EIS. Sie maßen den Zuwachs des Imaginärteils 
in Abhängigkeit von Zeit, Target-Konzentration und DC-Potential. Diese Form der Dar-
stellung zeigt, dass der Imaginärteil während der Hybridisierung ansteigt. Zusätzlich 
konnten sie anhand der Fluorescein-Markierung beweisen, dass ca. 50% der immobili-
sierten PNA-Stränge eine Hybridisierung zu komplementärer DNA eingehen. 
Tab. 6.22 - Tab. 6.24 geben einen Überblick über die Werte für Rct und Cdl vor und nach 
Hybridisierung von einzelsträngiger PNA (P3 und P5) mit DNA (voll-komplementär 
D3, interne D7 und terminale D8 Basenfehlstelle). Alle drei Systeme zeigen einen Zu-
wachs des Elementes Rct und eine Abnahme der Doppelschichtkapazität Cdl bei Immo-
bilisierung einzelsträngiger Metall-PNA. Diese Beobachtung war zu erwarten, da eine 
Verdichtung der Oberfläche durch immobilisierte PNA-Einzelstränge den Transfer der 
Ladung zur Elektroden-Oberfläche erschwert. Die Werte für Cdl hingegen sinken, da die 
Elektrode einen Teil ihrer Kondensator-Eigenschaft durch die Modifizierung der Ober-
fläche einbüßt.  
Bei Hybridisierung der immobilisierten PNA-Einzelstränge mit voll-komplementärer 
DNA D3 steigt der Rct-Wert weiter an. Dies lässt auf eine Verdichtung der Oberfläche 
mit einem erschwerten Elektronentransfer schließen. Demzufolge sinkt die Kapazität 
der Elektrodenoberfläche weiter ab. Die Nyquist-Diagramme zeigen stark unterschiedli-
che Kurvenverläufe. Auch die Gesamt-Impedanz Zg nimmt mit abnehmender Frequenz 
zu, wie das Bode-Diagramm in Abb. 6.40 zeigt. 
148 Immobilisierung von Metallocen-PNA auf Goldelektroden 
 
 
Abb. 6.40: Bode-Diagramm einer Elektrode, die mit einzelsträngiger Cc+-PNA P5 beladen (■) und 
anschließend mit voll-komplementärer DNA D3 hybridisiert wurde (●) 
 
Der Ablauf der Hybridbildung kann daher mit Hilfe der EIS nachvollzogen werden. 
Diese Beobachtungen sprechen für die in Abschnitt 6.4.1 und 6.4.2 angesprochene  
Theorie: der Elektronentransport durch die PNA•DNA-Doppelstränge ist langsamer als 
durch PNA-Einzelstränge, was sich aus der Erhöhung des Parameters ∆E ersehen lässt.  
Bei Hybridisierung mit DNA mit Basenfehlstelle (interne und terminale Positionen D7 
und D8) verdichtet sich die Oberfläche nicht signifikant. Die Werte für Rct und Cdl so-
wie die Gesamt-Impedanz (Abb. 6.41) ändern sich bei Hybrid P5•D7 kaum. Daraus 
lässt sich schließen, dass keine Hybridisierung stattfindet.  
 
Abb. 6.41: Bode-Diagramm einer Elektrode, die mit einzelsträngiger Fc-PNA P3 beladen (■) und 
anschließend mit DNA mit interner Fehlstelle D7 hybridisiert wurde (●) 
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Im Falle des Hybrids P3•D8 verringern sich die Werte für Rct, Cdl und Zg sogar im Ver-
gleich zur Oberfläche aus PNA-Einzelsträngen (Abb. 6.42). Es scheint eine leichte Ver-
dünnung der Oberflächenkonzentration stattzufinden, was sich in einer Erhöhung der 
kapazitiven Eigenschaften zeigt.  
 
Abb. 6.42: Bode-Diagramm einer Elektrode, die mit einzelsträngiger Cc+-PNA P5 beladen (■) und 
anschließend mit DNA D9 mit terminaler Fehlstelle hybridisiert wurde (●) 
 
Diese Interpretation wird durch die in den Abschnitten 6.4.1.2 und 6.4.1.3 dargelegten 
Beobachtungen gestützt: Die niedrigen Stabilitätswerte der Hybride aus PNA und DNA 
mit Basenfehlstelle verhindern vermutlich eine Hybridisierung auf der Oberfläche, d.h., 
die DNA überwindet die Energiebarriere auf der dicht gepackten Oberfläche von PNA-
Einzelsträngen nicht, um dort eine Hybridbindung einzugehen. Mit Hilfe der EIS kann 
man also auch die nicht erfolgte Hybridisierung nachvollziehen; die Nyquist-
Diagramme zeigen dementsprechend kaum Änderungen im Kurvenverlauf. Es stellt 
sich jedoch die Frage, inwieweit der Metallkomplex eine Rolle beim Ladungstransport 
spielt. Bei bisherigen Untersuchungen von immobilisierten DNA-Molekülen mit EIS 
wurde K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] als Ladungsträger verwendet. Deshalb war es interes-
sant zu sehen, inwiefern ein System, bei dem die redoxaktive Substanz über einen defi-
nierten Abstand zur Arbeitselektrode immobilisiert ist, auf die angelegte Wechselspan-
nung reagiert. Ein Problem stellt hierbei jedoch die niedrige Amplitude dar: Bei einer 
Oszillation um das Redoxpotential des Ferrocens oder Cobaltoceniums bräuchte man 
zum vollständigen Ablauf des reversiblen Redoxprozesses mindestens eine Amplitude 
von 40mV, da die Peakpotentiale bei der Cyclovoltammetrie eine solche Trennung auf-
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weisen. Im Falle der EIS-Messung wird jedoch nur eine Amplitude von 2-10mV ver-
wendet, um ein optimales Signal-Rausch-Verhältnis zu erhalten. Erschwerend ist die 
Tatsache, dass es unmöglich ist, das Halbstufenpotential derart genau zu bestimmen.  
 
Die hier dargelegten Beobachtungen zeigen, dass die elektrochemische Impedanz-
Spektroskopie für die Unterscheidung zwischen voll-komplementärer und Fehlstellen-
haltiger DNA genutzt werden kann. Eine Hybridisierung von einzelsträngiger PNA mit 
voll-komplementärer DNA führte zu einer Zunahme der Gesamtimpedanz und des 
Charge-Transfer-Widerstandes Rct, woraus man schließen kann, dass es zu einer Ver-
dichtung der Oberfläche kommt. Die Hybridisierung mit fehlstellen-haltiger DNA (in-
terne und terminale Position) brachte keine Änderung der Impedanz-Parameter mit sich. 
Diese Beobachtung führte zu der Annahme, dass eine Hybridisierung nicht stattfindet. 
Diese Ergebnisse decken sich mit denen aus Abschnitt 6.4.1.2 und 6.4.1.3. 
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6.6 Ellipsometrie 
 
Messprinzip: 
Die Ellipsometrie dient der Ermittlung von Schichtdicken und optischen Konstanten 
dünner Schichten und Filme auf Oberflächen. Die Methode basiert auf der Einstrahlung 
linear polarisierten Lichts auf Probenoberflächen und der Messung des sich daraus re-
flektierenden, elliptisch polarisierten Lichtstrahles (Abb. 6.43). Zur genauen Charakteri-
sierung des Systems werden Änderungen in der Intensität des reflektierten Strahls und 
des Phasenwinkels herangezogen. 
 
y
x
E0
SAM
y
xE1
φ0 φ1
Au  
Abb. 6.43: Ellipsometrische Charakterisierung modifizierter Goldoberflächen 
 
Der einfallende, linear polarisierte Strahl mit dem Feldvektor E0 kann in die Komponen-
ten x und y zerlegt werden. Der resultierende Feldvektor E1 läuft auf der gezeichneten 
Ellipse um. Bei einer Abweichung des reflektierten Strahls, bedingt durch Zunahme der 
Oberflächendicke, ändert sich die Amplitude (tanΨ).  
Um das Ellipsometer zu justieren, nimmt man eine saubere, unmodifizierte Oberfläche 
und stellt die Winkel Φ0 und Φ1 auf 45° ein (∆Φ = 0). Nach Modifizierung der Oberflä-
che wird der reflektierte Strahl durch einen Kompensator geleitet, der den Winkel Φ1 
wieder auf den ursprünglichen Zustand ∆Φ = 0 justiert. Ein Analysator ermittelt dann 
aus der Änderung des Winkels Φ0 und den Brechungsindizes der modifizierten Schicht 
im Vergleich zur unmodifizierten Schicht die Schichtdicke. Um die Genauigkeit zu er-
höhen, wird das Substrat an mehreren Punkten mit sich daraus ergebenden unterschied-
lichen Einfallswinkeln vermessen, da die Oberfläche inhomogen ist.  
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In der hier vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche PNA•DNA-Hybride (siehe 
unten) auf flachen Gold-Substraten (0.5cm2) über 5 Tage immobilisiert. Die gemesse-
nen Schichtdicken sollen Aufschluss über den Strukturaufbau während der Immobilisie-
rung der Moleküle geben und den Einfluß von z.B. Ladung prüfen.  
Vor den Messungen wurden die Substrate gründlich mit Millipore-Wasser gespült, um 
Pufferablagerungen zu vermeiden.  
 
6.6.1 Ergebnisse 
 
Es wurden vier verschiedene Hybrid-Systeme und zudem einzelsträngige Cc+-PNA und 
Fc-PNA immobilisiert. Die Messungen wurden an drei verschiedenen Stellen des Sub-
strates mit jeweils drei Werten pro Punkt durchgeführt. 
 
System A (P2•D1’) 
Fc-accctgttat-Lys                                                      P2
3'-TAATGGGACAATAGGGAT-(CH2)6-SH-5'  D1'
S
Au
Fc
 
Schichtdicke: 13.8±0.8Å  
 
System B (P4•D1’) 
Cc+-accctgttat-Lys                                                    P4
 3'-TAATGGGACAATAGGGAT-(CH2)6-SH-5'  D1'
S
Au
Cc+
 
Schichtdicke: 14.1±0.2Å  
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System C (P3•D3) 
Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys     P3
3'-TAATGGGACAATA-5'    D3
S
Au
Fc
 
Schichtdicke: 17.7±0.2Å  
 
System D (P5•D3) 
Cc+-accctgttat-Ahx-Cys          P5
3'-TAATGGGACAATA-5'    D3
S
Au
Cc+
 
Schichtdicke: 18.3±0.5Å  
 
System E (P5) 
S
Au
Cc+
Cc+-accctgttat-Ahx-Cys   P5
 
Schichtdicke: 24.6±0.2Å  
 
System F (P3) 
S
Au
Fc
Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys   P3
 
Schichtdicke: 34.2±0.2Å  
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6.6.2 Interpretation 
Die Struktur eines antiparallelen PNA•DNA-Duplexes konnte mittels 1H-NMR-
Spektroskopie127 und Röntgenstrukturanalyse129, 130 geklärt werden und ergab eine Län-
ge von ca. 42Å für eine Helix-Schleife, wobei diese aus 13 Basenpaaren bestand. 
PNA•PNA-Duplizes wiesen eine noch längere Windung von 58Å und 18 Basenpaaren 
auf.132, 133 Diese Messungen bedeuten, dass ein Basenpaar im Duplex schätzungsweise 
3.2Å einnimmt.  
 
Abb. 6.44: Struktur eines PNA•DNA-Duplexes in Lösung50 
 
Eine PNA-Kettenlänge von n = 10, wie in dieser Arbeit verwendet, würde also im Du-
plex mit komplementärer DNA in aufrechter Stellung eine Schichtdicke von 32Å ein-
nehmen. Peterlinz203 untersuchte mit Hilfe der Zwei-Farben-Plasmon-Resonanz-
Spektroskopie die Schichtdicke für immobilisierte DNA-Einzelstränge und ermittelte 
Werte von ca. 176Å für eine Kettenlänge von n = 25. Da ein entsprechender 
DNA•DNA-Doppelstrang eine Länge von ca. 90Å aufweist, verdoppelt sich also die 
Länge beim Vorliegen eines gestreckten Einzelstranges. Klibanov204 ermittelte die 
Schichtdicken von immobilisierter einzelsträngiger PNA und orientierte sich an der  
oben genannten Aussage. Er postulierte, dass die gestreckte Form von PNA-
Einzelsträngen eine doppelt so hohe Schichtdicke einnimmt wie ein entsprechendes 
System aus PNA•DNA-Hybriden. Jedoch entsprachen seine gemessenen Werte nicht 
denen für komplett gestreckte Einzelstränge, was er auf eine undichte Packung der im-
mobilisierten Oligomere zurückführte. Daher enthält seine Veröffentlichung keine abso-
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luten Werte für die Schichtdicken, sondern nur den prozentualen Anteil an der vollstän-
dig gestreckten Form der Einzelstränge. 
 
Wie lassen sich diese Aussagen auf die Schichtdicken der hier vorliegenden PNA-
Einzelstränge bzw. PNA•DNA-Hybride übertragen? 
Berücksichtigt man die aus der 1H-NMR-Spektroskopie ermittelten Werte für  
PNA•DNA-Doppelstränge (3.2Å pro Basenpaar im Duplex) sowie die von Peterlinz 
gemessenen Werte für DNA-Einzelstränge, so ergeben sich folgende theoretische 
Schätzungen für die Schichtdicken der aufrecht stehenden Duplizes bzw. Einzelstränge: 
• Doppelstränge P2•D1’ sowie P4•D1’ (Systeme A & B): ca. 67.6Å 
(inklusive 10Å für den C6-Linker) 
• Doppelstränge aus P3•D3 sowie P5•D3 (Systeme C & D): ca. 51.6Å 
(inklusive 10Å für den C6-Linker) 
• Einzelstränge aus Cc+-PNA-Dekameren P5 (System E): ca. 78.3Å 
(inklusive 10Å für den Ahx-Linker und 4.3Å für Cystein) 
• Einzelstränge aus Fc-PNA-Dekameren P3 (System F): ca. 84.6Å 
(inklusive 10Å für den Ahx-Linker, 6.3Å für Lysin und 4.3Å für Cystein) 
 
Anzumerken sei hier, dass die DNA-Überhänge, besonders im Falle von System A und 
B (5’-Überhang: 5 Basen; 3’-Überhang: 3 Basen) schwierig zu berücksichtigen sind, da 
nicht geklärt ist, ob diese Bereiche im Hybrid mit DNA in helikale Strukturen gezwun-
gen werden. Daher wurde für alle immobilisierten Duplizes eine vollständig helikale 
Struktur angenommen. 
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Abb. 6.45: Übersicht der Schichtdicken der Systeme A-F 
 
Tab. 6.25: Vergleich der theoretischen Schichtdicken mit den für die Systeme A-F gemessenen 
 
System Theoretische Schichtdicke (Å) 
Gemessene 
Schichtdicke (Å)
% der theoretischen 
Schichtdicke 
P2•D1’ 67.6 13.8 20 
P4•D1’ 67.6 14.1 21 
P3•D3 51.6 17.7 35 
P5•D3 51.6 18.3 36 
P5 78.3 24.6 31 
P3 84.6 34.2 40 
 
 
Absolut gesehen weisen die Substrate mit immobilisierter einzelsträngiger PNA  
(Systeme E & F) die größten Schichtdicken auf, wobei die Schicht von ss-Fc-PNA et-
was dicker ist, als die von ss-Cc+-PNA. Am dünnsten sind die Schichten der Hybrid-
Systeme A und B, bei denen die unmodifizierte PNA über thiol-modifizierte DNA auf 
der Goldoberfläche immobilisiert wurde.  
Die immobilisierten Systeme ergeben nur 20-40% der theoretischen Schichtdicke. Dar-
aus lässt sich die Vermutung ableiten, dass die Oligomere mit einer bestimmten Nei-
gung auf der Oberfläche vorliegen (siehe Abb. 6.46).  
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Abb. 6.46: (I)   Hypothetische Oberflächenstruktur von immobilisierten PNA-Einzelsträngen;  
(II)  Schematische Darstellung zur Berechnung des Neigungswinkels; 
(III) Beschreibung der Umlaufbahn eines rotierenden Moleküls 
 
Der Neigungswinkel Φ2 berechnet sich wie folgt (Abb. 6.46 II): Die Seiten a (Länge des 
immobilisierten Stranges in Å bzw. theoretische Schichtdicke) und b (gemessene Dicke 
der immobilisierten Schicht in Å) ergeben ein rechtwinkliges Dreieck, sodass sich der 
Winkel Φ1 errechnen lässt. Da der vollkommen aufrechte Strang (----) in einem 90°-
Winkel zur Oberfläche stehen würde, kann der Neigungswinkel Φ2 über Φ1 bestimmt 
werden. Es sei angemerkt, dass diese Berechnung auf der idealisierten Vorstellung ba-
siert, dass die geneigten Einzelstränge bzw. Hybride eine in sich gestreckte Form auf-
weisen. 
Über die Seiten a und b lässt sich die Länge der Seite c bestimmen. Diese repräsentiert 
den hypothetischen Rotationsradius des immobilisierten Moleküls bei freier Drehbar-
keit. 
Es ergeben sich folgende Winkel für die immobilisierten Systeme C-F (A & B werden 
nicht bestimmt; Erklärung weiter unten): 
 
System Neigungswinkel Φ2 
Rotationskreisfläche 
(Å2) 
P3•D3 70° 7.4·103 
P5•D3 69° 7.3·103 
P5 72° 17.4·103 
P3 65° 18.8·103 
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Die in Kapitel 6.4.1 und 6.4.2 bestimmten Footprints ergeben sich aus der durch CV 
ermittelten Oberflächenbelegung. Diese Berechnungen suggerieren die Vorstellung, daß 
die Stränge senkrecht zur Oberfläche stehen – der Footprint repräsentiert lediglich die-
sen unmittelbaren Platzanspruch. Die aus der Ellipsometrie erhaltenen, sehr viel größe-
ren Rotationskreisflächen dagegen legen nahe, daß die immobilisierten Moleküle ver-
schachtelt vorliegen. Da die Rotationskreisflächen sowie die in Kapitel 6.4.1 errechne-
ten Oberflächenbelegungen für immobilisierte Einzelstränge wesentlich größer sind als 
die für PNA•DNA-Hybride, weisen PNA-Einzelstränge vermutlich eine noch stärker 
verschachtelte Form auf. Umgekehrt haben PNA•DNA-Hybride niedrigere Oberflä-
chenbelegungen und kleinere Rotationskreisflächen, sodass sie weniger verschachtelt 
vorliegen. 
 
Die Schichtdicken immobilisierter PNA-Einzelstränge entsprechen in etwa den von 
Klibanov204 gemessenen. Dieser untersuchte die Schichtdicken immobilisierter PNA-
Einzelstränge abhängig von der in die Oligomere integrierten Ladung. Auch er beo-
bachtete, dass die Schichtdicken bei Vorhandensein von Ladung kleiner waren 
(10-20%) als bei ungeladenen Einzelsträngen (30-40%). Die im Vergleich zu ss-Fc-
PNA niedrigere Schichtdicke von ss-Cc+-PNA mag auf die elektrostatische Abstoßung 
durch die positive Ladung des Cobaltoceniums zurückzuführen sein, die den Struktur-
aufbau während der Immobilisierung stört.  
Gemäß den Beobachtungen von Steel et al.205 haben lange Ketten einen höheren Raum-
anspruch und bilden dadurch weniger dichte Oberflächenbelegungen als kurze Ketten. 
Begründet wird dieses durch die Neigung von Nukleobasen zur unspezifischen Adsorp-
tion an Gold, was bei längeren Ketten wesentlich mehr ins Gewicht fällt. Da eine Ket-
tenlänge von n = 10 für den immobilisierten PNA-Einzelstrang vergleichsweise kurz ist, 
können unspezifische Adsorptionseffekte weitgehend ausgeschlossen werden. Die 
Packung der Oberfläche ist deshalb höher als bei den Hybridsystemen.  
Auch die dünneren Schichten der Hybridsysteme A & B sind durch diese Beobachtun-
gen zu erklären: Das Vorhandensein negativer Ladung, sowie die oben erwähnte unspe-
zifische Nukleobasen-Adsorption könnten zu einer Störung im Strukturaufbau sowie zu 
relativ hohen Raumansprüchen pro Molekül führen. 
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Hybridsysteme A und B weisen im Vergleich die dünnsten Schichten auf, da sie die 
längsten Ketten beinhalten (n = 18 für die DNA-Sequenz) und der Effekt der Nukleoba-
sen-Adsorption somit am stärksten zum Tragen kommt. Es liegt eine vergleichsweise 
hohe Flexibilität vor, sodass diese Hybridsysteme vermutlich eine weniger dichte Pa-
ckung ergeben. Es ist wahrscheinlich, dass sich die Duplizes gemäß Abb. 6.47 A flach 
auf der Oberfläche ablagern und daher einen höheren Platzanspruch bzw. einen geringe-
ren Neigungswinkel haben. Die oben dargelegte Berechnung des Neigungswinkels so-
wie der Rotationsfläche lässt sich auf dieses Modell nicht anwenden, da nicht davon 
auszugehen ist, dass die geneigten Stränge in einer in sich gestreckten Form vorliegen. 
Analog zu diesem Hybridsystem zeigt die elektrochemische Messung (Kapitel 6.4.3) 
ein sehr schwaches Signal, was für eine wenig dichte Oberflächenbelegung spricht.  
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Abb. 6.47: Hypothetische Oberflächenstruktur von immobilisierten PNA•DNA-Hybriden 
gemäß System A-D 
 
Die Hybridsysteme C & D liegen vermutlich gemäß Abb. 6.47 B vor, da die Kettenlän-
gen insgesamt kürzer sind (n = 13 für DNA), sodass der Effekt der Nukleobasen-
Adsorption nicht ins Gewicht fällt und auch weniger negative Ladung vorhanden ist 
(siehe Abb. 6.47 B). Hier liegen hauptsächlich helikale Strukturen vor, sodass der Flä-
chenanspruch pro Hybrid bzw. der Abstand x zwischen zwei Hybriden wesentlich grö-
ßer ist als für Einzelstränge. Es ergeben sich Neigungswinkel von 70° und Rotations-
kreisflächen von ca. 7·103Å2. Verbunden mit den Aussagen aus Abschnitt 6.4.2 lässt 
sich postulieren, dass die Hybride zwar eine ähnliche Neigung wie die Einzelstränge 
aufweisen, jedoch in wesentlich weiterem Abstand zueinander bzw. weniger verschach-
telt stehen. 
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Zusammenfassend lässt sich also postulieren, dass die immobilisierten Hybride und 
Einzelstränge nicht in einer vollkommen aufrechten Position auf der Oberfläche vorlie-
gen, da sie nur 20-40% der theoretischen Schichtdicken aufweisen.  
Einzelsträngige PNA-Oligomere weisen die größten Schichtdicken auf, da Einzelsträn-
ge nicht in einer helikalen Struktur vorliegen und sich somit durch den geringeren Flä-
chenanspruch dichter auf der Oberfläche ansiedeln. Gemessen an theoretischen Werten 
für gestreckte Einzelstränge erfüllen diese Schichtdicken jedoch nur einen Anteil von 
30-40%, was auf eine Neigung der Ketten um 60-70° zurückzuführen ist. Diese Aussa-
ge wird von den Messungen in Kapitel 6.4.1 gestützt: Hier konnte mit Hilfe elektro-
chemischer Untersuchungen eine hohe Packungsdichte, d.h. eine hohe Verschachtelung 
festgestellt werden.  
Bei den Hybriden ist der Strukturaufbau aufgrund des Vorliegens an negativer Ladung 
vermutlich gestört. Zudem hat die helikale Struktur einen höheren Flächenanspruch, 
sodass die Packungsdichte insgesamt niedriger ist. Die Flexibilität der Systeme A & B 
ist zu hoch, um relevante Aussagen über den Neigungswinkel zu treffen. Die Systeme 
C & D weisen eine ähnliche Neigung wie die Einzelstränge auf, jedoch haben die Hyb-
ride in diesen Systemen einen wesentlich höheren Flächenanspruch und liegen weniger 
verschachtelt vor als die Einzelstränge. 
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6.7 Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) 
 
Die Photoelektronenspektroskopie ist eine weit verbreitete Methode zur Charakterisie-
rung von festen Oberflächen. Sie gewährt Zugang zur quantitativen Zusammensetzung 
auf Oberflächen immobilisierter chemischer Elemente. Bei der Messung wird die Ober-
fläche monochromatischer Röntgenstrahlung ausgesetzt, sodass Elektronen aus den 
Schalen des jeweiligen Atoms herausgerissen und in das umgebende Hoch-Vakuum 
transportiert werden. Die herausgeschlagenen Elektronen werden über eine elektrostati-
sche Ablenkeinheit auf den Detektor geleitet, sodass nur Elektronen einer bestimmten 
kinetischen Energie selektiert werden.  
 
hν                        Ek DetektionRöntgen-
Quelle
Schematisch gezeichnetes
Atom der Probe
 
Abb. 6.48: Schematische Darstellung der XPS-Messung 
 
Die Energie des anregenden Photons lässt sich in drei Parameter unterteilen: 
hν = Ek+Eb+Φ 
Die Größe Eb entspricht der Energie, die für das Herausreißen des Elektrons aus dem 
Orbital nötig ist. Sie ist für jedes Element wohldefiniert und stellt damit den konstanten 
Part der oben genannten Gleichung dar. Im Gegensatz dazu variiert die kinetische Ener-
gie Ek mit der Energie des eingestrahlten Photons hν. Sie gibt Informationen darüber, in 
welchem Bindungszustand sich das Orbital befindet, da es die Art und Lage des heraus-
gerissenen Elektrons widerspiegelt (s-, p-, oder d-Elektronen). Zusätzlich muss das he-
rausgerissene Elektron die Austrittsarbeit Φ überwinden.  
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Der Einfluss der chemischen Umgebung (Elektronegativität von Substituenten, Chemi-
sorption an Oberflächen etc.) kann zu Verschiebungen von bis zu einigen eV führen. 
Ein Beispiel hierfür liefert das in dieser Arbeit untersuchte System: die Bindungsenergie 
von Thiolen, die eine Au-S-Bindung eingehen, ist im Vergleich zu ungebundenen Thio-
len verschoben.  
Die Spin-Bahn-Kopplung führt zu einer Aufspaltung der Signale einzelner Elektronen 
in Multipletts, wie es beim Gold (Au4f-Signal) der Fall ist. 
Ziel war es, die Zusammensetzung der auf der Oberfläche verankerten Hybride bzw. 
Einzelstränge bestimmen. 
Die genauen Angaben bezüglich des Gerätes und der verwendeten Software befinden 
sich im experimentellen Teil (Kap. 8.1.2.7). 
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6.7.1 Ergebnisse: 
 
Die folgenden XPS-Spektren geben einen Überblick aller in den Hybriden und Einzel-
strängen vorkommenden Elemente: 
 
 
 
Abb. 6.49: XPS-Spektren der immobilisierten Fc-PNA-Einzelstränge P3 und der PNA•DNA-Hybride 
P3•D3 und P2•D1’ 
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Abb. 6.50: XPS-Spektren der immobilisierten Cc+-PNA-Einzelstränge P5 und der PNA•DNA-Hybride 
P5•D3 und P4•D1’ 
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6.7.2 Interpretation 
 
Eine sehr aufwendige XPS-Studie über auf Gold immobilisierte DNA-Einzelstränge 
liefern Petrovykh et al.206 Sie bestimmten mit Hilfe von XPS die optimalen Parameter 
für den Immobilisierungsprozess und stellten fest, dass eine Verlängerung der Immobi-
lisierungszeit sowie eine optimierte Pufferzusammensetzung die Anzahl immobilisierter 
Einzelstränge erhöht. Weiterhin beobachteten sie ein nur schwaches Signal für Schwefel 
(S2p), was sie darauf zurückführten, dass das Signal durch die darüberliegende DNA-
Schicht verdeckt wird. 
Zur Interpretation der oben gezeigten Spektren soll zunächst auf Schwefel eingegangen 
werden. Die Bindungsenergie für S2p beträgt 162eV, welche charakteristisch für die 
thiolische Au-S-Bindung ist.207-210 Da die Bindungsenergie für ungebundene Thiol-
Gruppen 163-164eV beträgt207-211 und an dieser Position kein Signal zu sehen ist, kann 
davon ausgegangen werden, dass die immobilisierten PNA-Einzelstränge sowie die ent-
sprechenden PNA•DNA-Hybride via Au-S-Bindung auf der Oberfläche immobilisiert 
sind. Quantitativ lässt sich die niedrigste Intensität für Systeme mit einzelsträngiger 
PNA feststellen. Dieses erscheint angelehnt an die Aussage von Petrovykh206 logisch, 
da hier die Oberflächenkonzentration recht hoch ist, und die dichte Schicht von PNA-
Oligomeren das S2p-Signal verdeckt. Bei den immobilisierten Hybriden ist die Bele-
gung der Oberfläche geringer und die Oberflächenstruktur flexibler, sodass das S2p-
Signal weniger verdeckt wird. 
Die gemessene Bindungsenergie für N1s liegt bei 401eV , welches bereits publizierten 
Werten für immobilisierte Thymin-Monomere entspricht.212, 213  
Der Wert für P2p ist ein guter Indikator für die Hybridisierung der PNA mit DNA, da 
die PNA-Oligomere keinen Phosphor enthalten. Das XPS-Spektrum für immobilisierte 
PNA-Einzelstränge zeigt nahezu kein P2p-Signal, während die Hybride aus thiol-
modifizierter DNA mit PNA ein sehr deutliches Signal zeigen. Das leicht schwächere  
P2p-Signal für das Hybrid aus thiol-modifizierter PNA mit DNA lässt darauf schließen, 
dass teilweise eine Dehybridisierung stattgefunden hat.  
Die Signale für Fe2p und Co2p zeigen die Anwesenheit des konjugierten Metallocens. 
Im Falle von Fc-PNA, die an thiol-modifizierte DNA gebunden ist, ist das Signal leicht 
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schwächer. Dies lässt vermuten, dass auch hier ein Teil der PNA-Oligomere dehybridi-
siert wurde. Diese Beobachtung lässt sich jedoch nicht bei entsprechenden Hybriden aus 
Cc+-PNA-Oligomeren feststellen. Eventuell führt hier die elektrostatische Anziehung 
zwischen dem positiv geladenen Cobaltocenium und dem negativ geladenen DNA-
Rückgrat zu einer leicht stabileren Bindung, sodass weniger PNA dehybridisiert wird. 
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6.8 Zusammenfassung 
Unter Verwendung von Cyclovoltammetrie (CV), Square-Wave-Voltammetrie (SWV), 
elektrochemischer Impedanzspektroskopie (EIS), Ellipsometrie und Röntgen-Photo-
elektronenspektroskopie (XPS) konnten Einblicke in die Oberflächenstruktur immobili-
sierter PNA-Einzelstränge und PNA•DNA-Hybride gewonnen werden. Mit Hilfe des 
konjugierten Metallocens wurden über die Fläche des CV-Signals Rückschlüsse auf die 
Oberflächenkonzentration der immobilisierten Moleküle gezogen. Die sich nach der 
Immobilisierung von PNA ergebenen Schichtdicken konnten ellipsometrisch bestimmt 
werden. Die genaue Elementzusammensetzung der immobilisierten Einzelstränge und 
Hybride wurde über XPS nachgewiesen. 
Es zeigte sich, dass Hybride eine weniger dichte Belegung der Goldoberfläche ergeben, 
da sie durch die helikalen Strukturen einen höheren Platzanspruch haben und der Struk-
turaufbau durch das Vorhandensein von negativer Ladung und sich daraus ergebener 
Abstoßung gestört ist.  
PNA-Einzelstränge lagern sich mit wesentlich geringeren Flächenansprüchen auf der 
Goldoberfläche an. Blocking-Studien zeigten eine sehr dichte Oberflächenstruktur, die 
aufgrund der fehlenden Ladung des PNA-Rückgrats begünstigt ist. 
Der Hybridisierungsprozeß von PNA-Einzelsträngen mit komplementärer DNA konnte 
zum einen über die Änderung des elektrochemischen Peakpotentials, zum anderen über 
eine Oberflächenverdichtung bei der EIS nachgewiesen werden. Für die Verschiebung 
des Peakpotentials ist vermutlich die Interaktion des oxidierten Ferrocens (Fc+) mit der 
negativen Ladung des DNA-Rückgrats verantwortlich.  
Die immobilisierten PNA-Einzelstränge hybridisierten nicht mit DNA, welche eine 
terminale oder interne Fehlstelle enthielt. Hier konnte keine Verschiebung des Peakpo-
tentials festgestellt werden. Auch die Impedanzmessung ergab keine Verdichtung der 
Oberfläche.  
Ein System, in dem Metall-PNA-Einzelstränge immobilisiert und anschließend mit 
DNA-Strängen hybridisiert werden, gewährte also auf elektrochemischem Wege eine 
Unterscheidungsmöglichkeit zwischen vollkomplementärer DNA und solcher mit Ba-
senfehlstelle. 
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Da sich die Target-Sequenzen mit Basenfehlstelle der Hybridisierung und somit einer 
Charakterisierung im Hybrid entzogen, konnten keine Aussagen über den direkten  
elektrochemischen Effekt der Fehlstelle auf den Elektronenfluss durch das Hybrid ge-
troffen werden. Im Sinne einer Array-Strategie ist dieses Verhalten jedoch als äußerst 
vorteilhaft einzustufen: Im Gegensatz zu Sensoren mit DNA-Sonde ist für das hier vor-
gestellte System mit PNA-Oligomeren als Sonde eine höhere Spezifität gegenüber der 
Target-Sequenz zu beobachten. Die Anzahl an falsch positiven Ergebnissen wäre daher 
theoretisch gesenkt. 
Zum Vergleich wurden bereits in Lösung hybridisierte PNA•DNA-Duplizes auf die 
Elektrodenoberfläche aufgebracht. Der Elektronentransfer durch die Hybride mit Fehl-
stelle war im Vergleich mit voll-komplementären Hybriden erschwert, was sich in einer 
Erhöhung der Peaktrennung ∆E widerspiegelt. 
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7 Ergebnisse und Ausblick 
Die Weiterentwicklung neuer Biosensor-Techniken zur genauen Sequenzierung von 
Genen sowie die durch Mutation bedingte Änderung des Erbgutes stellt eine laufende 
Herausforderung dar. Bereits bestehende Array-Systeme nutzen entweder kurze DNA-
Oligonukleotide oder längere cDNA-Stücke als Sonde. Die zu detektierende Target-
DNA muss jedoch mit einem fluoreszierenden Marker versehen werden, um eine Hy-
bridisierung feststellen zu können. Zudem ist die Fähigkeit von DNA-Sonden zur Dis-
kriminierung gegenüber Targets mit einer Basenfehlstelle nur unzureichend ausgebildet, 
was zu falsch positiven Ergebnissen führen kann. Daher ist die Suche nach Sonden mit 
hoher Spezifität sowie Selektivität sinnvoll und beschäftigt weltweit viele Forscher-
gruppen. 
Die hier vorliegende Arbeit behandelt eine Sensor-Strategie, die Metallocen-PNA-
Konjugate als Sonde einsetzt. Das Metallocen als Redox-Marker dient der direkten  
elektrochemischen Detektion des Hybridisierungsprozesses. Die hohe Spezifität der 
PNA-Oligomere gegenüber Fehlstellen in der Target-Sequenz ist der maßgebliche Vor-
teil bei der Verwendung von PNA als Sonde.  
Mit Hilfe unterschiedlicher Synthese-Strategien konnten vielfältige PNA-Oligomere 
hergestellt werden. Als Edukte wurden zum einen selbst synthetisierte Monomere mit 
basenlabilen Schutzgruppen, zum anderen kommerziell erhältliche mit säurelabilen 
Schutzgruppen verwendet. Die Einführung des säurelabilen Ferrocens sowie des säure-
stabilen Cobaltoceniums am N-Terminus wurde erfolgreich durchgeführt und lieferte 
gut lösliche Konjugate. Zusätzlich wurden C-terminal mit Cystein funktionalisierte Oli-
gomere synthetisiert, welche später auf Gold-Elektroden via Au-S-Chemisorption im-
mobilisiert wurden. 
 
 Ac-accctgttat-Lys P1 
 Fc-accctgttat-Lys P2 
 Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys P3 
Cc+-acctgttat-Lys P4 
Cc+-accctgttat-Ahx-Cys P5 
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Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde mit Hilfe von UV-Schmelzexperimenten das 
Hybridisierungsverhalten der (Metallocen)-PNA mit unterschiedlich langen DNA-
Sequenzen untersucht. Zum einen wurde der stabilisierende Effekt von DNA-
Überhängen aufgezeigt und mit PNA•DNA-Hybriden gleicher Stranglänge verglichen. 
Zum anderen wurden die destabilisierenden Effekte von Fehlstellen in den DNA-
Sequenzen überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass eine intern gelegene Fehlstelle 
einen weitaus höheren Stabilitätsverlust mit sich bringt als eine terminale Position.  
Anschließend wurden die thiol-modifizierten Metallocen-PNA-Oligomere sowohl in 
einzelsträngiger Form als auch in Form von PNA•DNA-Hybriden auf selbst präparierte 
Gold-Mikroelektroden aufgebracht und die entstehenden SAMs (self-assembled mono-
layers) vollständig charakterisiert. Mit Hilfe der Cyclovoltammetrie (CV), Square-
Wave-Voltammetrie (SWV), elektrochemischer Impedanz-Spektroskopie (EIS),  
Ellipsometrie sowie Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) konnten Oberflä-
chendichte und -struktur aufgeklärt werden. Die immobilisierten PNA-Einzelstränge 
ergaben dabei die dichteste Belegung mit geringen Flächenansprüchen pro Molekül. 
Dieses System wurde mit voll-komplementärer DNA sowie solcher mit Basenfehlstelle 
zusammengebracht. Es zeigte sich, dass die Hybridisierung mit komplementärer DNA 
zu einer Änderung des CV- bzw. SWV-Signals sowie zu einer Oberflächenverdichtung 
bei der EIS führte (siehe Abb. 7.1). Die Änderung des Peakpotentials ist auf die Struk-
turveränderung während des Hybridisierungsprozesses zurückzuführen. Die hinzukom-
mende Ladung während der Hybridisierung interagiert mit der oxidierten Form des Fer-
rocens (Fc+). Auch hier zeigten sich die Vorteile der Verwendung von PNA-
Oligomeren: Da diese keine Ladungen im Rückgrat enthalten, ändert sich das Peakpo-
tential erst bei eintretender Hybridisierung mit DNA. 
6.8  Zusammenfassung 173 
 
 
S      S      S      S
Eintauchen in Lösung aus
komplementärer DNA S      S      S      S
Oberfläche mit einzelsträngiger
                  Fc-PNA
Oberfläche nach Hybridisierung
SWV
Au Au
SWV
 
Abb. 7.1: Ablauf der elektrochemischen Detektion eines voll-komplementären DNA-Stranges mit 
Metallocen-PNA als Sonde 
 
Bei Hybridisierung der PNA-Sonde mit DNA, die eine interne oder terminale Basen-
fehlstelle enthielt, zeigte sich jedoch weder eine Änderung des elektrochemischen 
Peakpotentials noch eine Verdichtung der Oberfläche mittels EIS. Aus dieser Beobach-
tung wurde geschlossen, dass eine Hybridisierung mit diesen DNA-Sequenzen nicht 
stattfand (siehe Abb. 7.2). 
S      S      S      S
Oberfläche mit einzelsträngiger
                  Fc-PNA
Keine Änderung der 
Oberflächenstruktur
S      S      S      S
Au Au
SWV SWV
Eintauchen in Lösung aus
DNA mit Fehlstelle
 
Abb. 7.2: Ablauf der elektrochemischen Detektion eines Fehlstellen-haltigen DNA-Stranges mit  
Metallocen-PNA als Sonde 
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Im Sinne einer Array-Technologie kann Metall-PNA daher als Sonde fungieren und 
zwischen komplementärem und fehlstellenhaltigem DNA-Target unterscheiden. 
Über das in Abb. 7.1 und Abb. 7.2 dargestellte System konnten keine Aussagen über 
den direkten elektrochemischen Effekt der Fehlstelle auf den Elektronenfluss durch das 
Hybrid getroffen werden, da sich die Target-Sequenzen mit Fehlstelle der Hybridisie-
rung und somit einer Charakterisierung im Hybrid entzogen. Daher wurden Experimen-
te durchgeführt, welche die direkte Immobilisierung von bereits in Lösung gebildeten 
PNA•DNA-Hybriden beinhalteten. Die relative Geschwindigkeit des Elektronentrans-
fers konnte bestimmt werden, da diese mit der Peaktrennung ∆E bei der CV korreliert 
ist. Es konnte gezeigt werden, dass eine Fehlstelle in einem immobilisierten PNA•DNA-
Hybrid eine deutlich niedrigere Elektronentransfergeschwindigkeit mit sich bringt (Abb. 
7.3 II) als ein Hybrid aus voll-komplementären Strängen (Abb. 7.3 I) Daraus konnte 
geschlossen werden, dass der Elektronenfluss durch beide Stränge verläuft, da eine 
Fehlstelle die Geschwindigkeit des Transfers vermindert. 
 
S
Au
I IIM
S
Au
M
X Geschwindigkeit desElektronentransfers
 
Abb. 7.3: Hypothetischer Weg des Elektrons durch immobilisierte PNA•DNA-Hybride 
 
Die Immobilisierung von PNA-Einzelsträngen und die im Weiteren auf der selben  
Elektrodenoberfläche stattfindende Hybridisierung ist im Sinne der PNA-Array-
Technologie am sinnvollsten, da hier eine Vergleichbarkeit der Messdaten zulässig ist. 
Unterschiede in der Oberflächenbeschaffenheit der Elektrode erschweren den direkten 
Vergleich von Messdaten, die auf unterschiedlichen Elektroden gewonnen wurden. 
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Zur Weiterentwicklung dieses Projektes sollen die immobilisierten PNA-Einzelstränge 
mit Mercaptohexanol-Spacern auf der Oberfläche verdünnt werden, um geordnete 
Strukturen zu schaffen und sterische Hindernisse zu vermeiden.  
Des Weiteren wäre es wichtig, die Goldoberflächenbeschaffenheit zu standardisieren. 
Für reproduzierbare Ergebnisse bei der Belegung mit PNA-Einzelsträngen muß die  
Oberfläche größtmögliche Homogenität aufweisen.  
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8 Experimenteller Teil / Materialien & Methoden 
8.1 Generelle Verfahrensweise 
8.1.1 Synthese und Aufarbeitung 
8.1.1.1 Chemikalien 
Die verwendeten Chemikalien wurden bei Acros (Geel, Belgien), Aldrich/Sigma/Fluka 
(Deisenhofen, Deutschland), Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz), Roth (Karlsruhe, 
Deutschland) und IRIS Biotech (Marktredwitz, Deutschland) bezogen und ohne weitere 
Aufreinigung verwendet. 
Die für die Oligomer-Synthese benötigten Polymer-Harze wurden bei Rapp Polymers 
(Tübingen, Deutschland), die säurelabilen PNA-Monomer-Einheiten bei Applied Bio-
systems (Darmstadt, Deutschland) erworben.  
Für die UV-Schmelzexperimente benötigte DNA-Oligonukleotide wurden in HPLC-
gereinigter Form von IBA (Göttingen, Deutschland) geliefert. 
8.1.1.2 HPLC-Aufreinigung und -Analytik 
Zur PNA-Aufreinigung stand ein Varian ProStar 210 HPLC-System zur Verfügung, 
welches mit einem Säulenofen, PDA-Detektor und einem Auto-Sampler ausgestattet 
war. Zur Trennung wurden Varian DynaStar C-18 Umkehrphasensäulen der Größe 
250·8mm für analytische Läufe und 250·21mm für präparative Läufe verwendet. Als 
Elutionsmittel dienten mit 0.1% TFA versetztes Wasser (Millipore®) und Acetonitril 
(Baker, HPLC-Grade). Die analytischen Messungen wurden bei einer Flußrate von  
1ml/min, die präparative Trennung mit 8ml/min durchgeführt. Alle Chromatogramme 
wurden bei einer Wellenlänge von 254nm und bei einer Temperatur von 25°C aufge-
zeichnet. 
8.1.1.3 Lyophilisation 
Die erhaltenen HPLC-Fraktionen wurden in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und mit 
einem Edwars Modulyo Gefriertrockner lyophilisiert. 
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8.1.2 Physikalische Messungen 
 
8.1.2.1 NMR-Spektroskopie 
 
1H-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker AM 360 Spektrometer bei einer Frequenz 
von 360.00MHz, 13C-Spektren bei 90.56MHz aufgezeichnet. Als Referenz diente das 
Signal von DMSO (2.50ppm für 1H-Spektren, 39.52ppm für 13C-Spektren). Die Kopp-
lungskonstante J ist in Hz angegeben. Die Aufspaltung der Signale ist mit s (Singulett), 
d (Dublett), t (Triplett) und m (Multiplett) abgekürzt. 
 
8.1.2.2 Massenspektrometrie 
 
Zur Messung der MALDI-TOF-Spektren stand ein Bruker Biflex III-Spektrometer zur 
Verfügung. Zur Herstellung der Matrix wurden 6mg Sinapinsäure (Bruker Daltonics, 
Leipzig, Deutschland) in 1ml einer 2:1-Mischung aus Acetonitril und Wasser unter Zu-
satz von 0.1% TFA gelöst.  
Die zu untersuchende Probe wurde in Wasser mit 0.1% TFA gelöst und 1µl dieser Lö-
sung mit 2-3µl der Matrix in einem PCR-Gefäß vermischt. Zur Optimierung der Spekt-
ren musste das Verhältnis dieser Komponenten häufig angepasst werde. Die meisten 
Spektren wurden im Linear-Modus gemessen, um eine Fragmentierung zu minimieren. 
Abhängig von den Anforderungen der Messungen wurde teilweise im Reflektor-Modus 
gemessen. Einen guten Überblick über die Charakterisierung von PNA-Oligomeren mit 
MALDI-TOF liefert Referenz.102 
EI- und FAB-Spektren wurden mit einem MAT 8200-Spektrometer aufgezeichnet, wo-
bei wahlweise Glycerin oder NBA als Matrizes verwendet wurden. Charakteristische 
Fragmente der zu untersuchenden Verbindungen sind in Klammern angegeben. 
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8.1.2.3 UV-metrische Schmelzkurven 
 
Alle UV-Messungen zur Ermittlung von Konzentrationen sowie zur Aufzeichnung von 
Schmelzkurven wurden bei 260nm in einem Varian Cary 100 Conc UV-Vis-Spektro-
photometer aufgezeichnet. Dieses Gerät verfügt über einen Peltier-Thermostaten, der 
die Temperatur des Küvettenblocks gleichmäßig aufrecht erhält (Genauigkeit von 
0.05°C). Um ein Beschlagen der Küvetten mit Kondenswasser bei niedrigen Tempera-
turen zu verhindern, wurde der Küvettenblock einem ständigen Strom von Stickstoff-
Gas ausgesetzt. Zur Messung der Konzentrationen von PNA- und DNA-Oligomeren 
sowie zur Aufzeichnung von Schmelzkurven wurden die Substanzen in wässrigem 
Phosphat-Puffer folgender Zusammensetzung gelöst: 
0.1M KH2PO4; 1.361g pro 100ml 
0.1M Na2HPO4·2H2O: 1.780g pro 100ml 
0.1M NaCl; 584.4mg pro 100ml 
Vor Verwendung der Puffer-Mischung wurde diese unter Verwendung einen 0.22µm 
Sterilfilters von Bakterien und Schwebstoffen befreit. 
 
1) Bestimmung der molaren Exinktionskoeffizienten (ε ) 
 
Die ε-Werte der PNA- bzw. DNA-Oligomere wurden aus den Inkrementen nach fol-
gender Gleichung bestimmt: 
ε Oligo = ∑x nx·ε x        (ε Oligo = nA·ε A+ nG·ε G+ nC·ε C+ nT·ε T etc.) 
Die inkrementellen ε-Werte der PNA- und DNA-Oligomere wurden aus der Literatur 
übernommen.124, 139 
cm2·µmol-1 ε A ε G ε C ε T 
DNA 15.3 12.2 7.6 8.7 
PNA 13.7 11.7 6.6 8.6 
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Unter Berücksichtigung der chromophoren Eigenschaften der Cp-Ringe von Cobaltoce-
nium und Ferrocen wurden die ε -Werte beider Metallocene in die obige Gleichung 
einbezogen. Der Wert für Ferrocen wurde aus der Literatur übernommen,114 während 
der für Cobaltocenium-Carbonsäure mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes be-
stimmt wurde. 
 
cm2·µmol-1 ε Fc ε Cc+ 
PNA 9.5 22.3 
 
2) Bestimmung der Konzentrationen 
 
Die PNA-Stammlösungen wurden durch Auflösen der lyophilisierten HPLC-Fraktionen 
in oben beschriebenem Phosphat-Puffer erhalten. Die DNA-Stammlösungen wurden in 
der von IBA gelieferten Form verwendet. Zur Bestimmung der Konzentrationen wurde 
zunächst eine Basislinie über einen Wellenlängenbereich von 190-900nm aufgezeich-
net. Dazu wurden folgende Schritte durchgeführt: 
• Nullabgleich des Gerätes ohne Küvetten 
• Befüllung der Küvetten mit Puffer 
• Equilibration der Temperatur über 5min (25°C für DNA; 80°C für PNA) 
• Aufzeichnung der Basislinie im Scan-Modus 
Die Bestimmung der Konzentrationen wird im Simple-Reads-Modus durchgeführt. Sie 
besteht aus folgenden Schritten: 
• Nullabgleich der mit Puffer gefüllten Küvetten bei 260nm 
• Befüllung der Küvetten mit einer 1:20-Mischung aus DNA- oder PNA-
Stammlösung und Puffer 
• Equilibration der Temperatur über 5min (25°C für DNA; 80°C für PNA) 
• Aufzeichnung von 20 Simple-Reads mit anschließender Mittelwertbildung 
• Aufzeichnung eines Spektrums von 190-900nm im Scan-Modus 
Der optimale Absorptionsbereich liegt zwischen 0.3 und 1.5, da hier ein optimales Sig-
nal-Rausch-Verhältnis vorliegt. 
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Die Konzentrationen der Stammlösungen wurden über das Lambert-Beer’sche Gesetz 
erhalten: 
c = 20·A260(verd.) /εOligo [mM] 
 
3) Aufzeichnung von Schmelzkurven 
 
Der Küvettenblock des verwendeten UV-Spektrometers erlaubt die simultane Messung 
von 12 UV-Schmelzexperimenten. Die Messung von DNA•DNA-Schmelzkurven wur-
de viermal, die von PNA•DNA-Hybriden nur zweimal durchgeführt.  
 
Vorgehensweise: 
• Nullabgleich („Multizero“) des Gerätes mit Küvetten, die mit Puffer gefüllt sind 
(4 Küvetten für DNA•DNA-Schmelzkurven; 2 Küvetten für PNA•DNA-
Schmelzkurven) 
• Befüllen der Küvetten mit einer äquimolaren Mischung von PNA und DNA 
• Versiegelung der Küvetten mit Teflonstopfen 
• Erwärmen der gefüllten Küvetten auf 80°C für 5min im Wasserbad, um eine 
vollständige Dehybridisierung hervorzurufen und das anschließende Rehybridi-
sierungsverhalten zu verbessern 
• Entfernung von Luftbläschen in den Küvetten im Ultraschallbad 
• Entfernung von Feuchtigkeit aus dem Küvettenblock 
durch Begasen mit Stickstoff 
• Beginn der Aufzeichnung von Schmelzkurven, beginnend bei 4°C 
Die folgende Tabelle gibt das angewendete Temperatur-Profil während der Messungen 
wieder: 
 Ausgangstemperatur(°C) 
Heiz/Abkühlrate
(°C/min) 
Endtemperatur 
(°C) 
Aufheizen 4 0.5 80 
Abkühlen 80 0.5 20 
 
Die erhaltenen Daten wurden im ASCII-Format gespeichert und mit ORIGIN  
(©OriginLab Corporation 1991-2002) ausgewertet. 
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8.1.2.4 Elektrochemische Messungen 
Die Messungen an der Universität Heidelberg wurden mit einem Princeton-
Potentiostaten durchgeführt (Princeton Applied Research). Zur Aufzeichnung der 
Spektren diente eine Perkin Elmer™-Software (M270 4.41). Die so erhaltenen Daten 
wurden im ASCII-Format gespeichert und mit ORIGIN (©OriginLab Corporation 
1991-2002) ausgewertet.  
Die Messungen an der Universität Saskatchewan wurden mit einem CHI-Potentiostaten 
(660B) durchgeführt und die Spektren mit einer CHI-660B-Software aufgezeichnet. 
Alle Messungen wurden in einem aus Kupfer-Lochblech bestehenden Faraday-Käfig 
aufgenommen. Als Elektrolyt-Lösung diente, abhängig von der Art des Experimentes, 
wässriger Phosphat-Puffer (BAKER, Deventer, Holland) oder 0.1N NaClO4-Lösung 
(Acros). Die Lösungen wurden vor Beginn des Experimentes über einen 22µm Millipo-
re-Filter von Bakterien und Schwebstoffen gereinigt und sorgfältig mit Argon entgast. 
Als Referenzelektrode diente eine Ag/AgCl-Elektrode, die stets in einer sauberen, ge-
sättigten KCl-Lösung aufbewahrt wurde. Der Füllzustand wurde vor jeder Messung 
kontrolliert und entsprechend korrigiert. Als Arbeitselektrode wurden zum einen selbst 
hergestellte Gold-Mikroelektroden (siehe Abschnitt 8.4.1), zum anderen Platin- oder 
Graphitelektroden (CHI; Carns, UK) verwendet. Ein dünner Platin-Draht diente als Ge-
genelektrode. 
Alle verwendeten Lösungen und Puffer wurden in Kunststoff-Verpackungen aufbe-
wahrt, da eine Glasverpackung bei längerem Stehen Ionen wie z.B. Chlorid absondert. 
Dieses besitzt ein Störpotential auf der Elektrodenoberfläche.  
8.1.2.5 Elektrochemische Impedanzspektroskopie 
Diese Messungen wurden an der Universität Saskatchewan mit einem CHI-Potentio-
staten (660B, AC-Modus) durchgeführt. Als Amplitude wurde 10mV gewählt und die 
Werte über einen Frequenz-Bereich von 105-0.1Hz aufgezeichnet. 
Die gemessenen Werte wurden auf den in Kapitel 6.5 beschrieben Ersatzschaltkreis mit 
Hilfe von ZSimpWin (Princeton Applied Research) korrigiert, in ASCII konvertiert und 
mit ORIGIN bearbeitet. 
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8.1.2.6 Ellipsometrische Messungen 
Ellipsometrische Messungen wurden an einem Stokes Ellipsometer (Gaertner Scientific 
Corporation, Skokie, IL, USA, 70°, 632.8 nm) durchgeführt. Die verwendeten Gold-
Substrate wurden bei Platypus Technology (Madison, Wisconsin, USA) erworben (I-
TEM Nr. Au 1000 SL1; 1000Å Gold auf Silikon, bedeckt mit einer Titan-Adhäsions-
Schicht von 100Å). Zur Immobilisierung von modifizierter PNA wurden das Substrat-
Material in kleine Quadrate (0.5cm2) geschnitten. Lösungen mit PNA-Einzelsträngen 
sowie äquimolaren Hybridmischungen (0.5ml, 0.1mMol) wurden in flache Kunststoff-
Gefäße gefüllt und die Substrat-Stücke so eingelegt, dass eine vollständige Benetzung 
gesichert war. Anschließend wurden die Gefäße mit Argon bedampft und für 5 Tage bei 
4°C aufbewahrt. Die so erhaltenen modifizierten Oberflächen wurden mit Millipore®-
Wasser gespült und ellipsometrisch untersucht. Als Referenz diente ein sauberes unbe-
ladenes Substrat.  
 
8.1.2.7 Röntgen-Photoelektronenspektroskopie  
Die XPS-Spektren wurden mit einem Axis 165 Röntgen-Photoelektronenspektrometer 
(Kratos Analytical) aufgenommen, wobei eine monochromatische Röntgen-Quelle (Al-
Kα; 1486.7eV) verwendet wurde. Zuerst wurde ein Übersichtsspektrum mit einer kon-
stanten Passenergie von 160eV über einen Bereich von 0-1100eV aufgenommen. 
Die Spektren für die Elemente C1s, N1s, O1s, S2p, Fe2p, Co2p und Au4f wurden mit 
einer Passenergie von 20eV, einer Schrittweite von 0.1eV und einer Verweilzeit von 
0.2s aufgenommen. Die Schrittweite bestimmt die Energiedifferenz zwischen zwei 
Messpunkten. Die Verweilzeit wird durch die Detektionswahrscheinlichkeit des betref-
fenden Elementes bestimmt. Eine Zeit von 0.2s stellt einen Kompromiss zwischen Auf-
lösung und Schädigung der Probe dar. Abhängig vom zu untersuchenden Element wur-
den zwischen 5-20 Scans durchgeführt.  
Der Einstrahl-Winkel zwischen Röntgen-Quelle und Substrat-Oberfläche betrug 90°. 
Die Probenvorrichtung wurde während der Messung einem Hochvakuum von 5·10-10bar 
ausgesetzt.  
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8.2 Synthese der PNA-Monomere 
 
Die Nummerierung der PNA-Monomere erfolgte gemäß den IUPAC-Regeln: 
 
Cytosin Thymin Adenin Guanin Schutzgruppe 
N3
2
N
H1
6
5
4
O
NH2
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O
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N NH
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PNA-Rückgrat 
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N
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Synthese der Ethylendiamin-Essigsäure als tBu-Ester 1 
H2N
NH2 Br
O
O H
N
O
O
H2N
+
C2H8N2
Exact Mass: 60,07
Mol. Wt.: 60,1
C6H11BrO2
Exact Mass: 193,99
Mol. Wt.: 195,05
C8H18N2O2
Exact Mass: 174,14
Mol. Wt.: 174,24
1
 
 
Zur Synthese von 1 wurden 55.3g (62ml; 920mmol; 8.5Äq.) Ethylendiamin  
(d = 0.89g/ml) in 400ml CH2Cl2 in einem 1L-Rundkolben gelöst. Das Ethylendiamin 
wurde vorher nicht destilliert. Eine Lösung aus 16ml tert-Butyl-Bromoacetat in 80ml 
CH2Cl2 wurde bei 0°C langsam über 3-4h unter Rühren hinzugetropft, wobei ein weißer 
Niederschlag entstand. Die Suspension wurde langsam auf Raumtemperatur gebracht 
und weiter über Nacht gerührt. Daraufhin wurde die Suspension dreimal mit je 100ml 
Wasser gewaschen, wobei die Verunreinigungen von Resten an Ethylendiamin und HBr 
in die wässrige Phase übergingen und die Lösung klar wurde. Die gesammelten wässri-
gen Phasen wurden im Anschluss mit 100ml CH2Cl2 gewaschen, um eventuell überge-
gangenes Produkt zurückzugewinnen. Die vereinigten organischen Phasen wurden über 
MgSO4 getrocknet und dann für den nächsten Schritt direkt weiterverwendet, wobei 
eine Ausbeute von ca. 80% (86mmol) angenommen wurde.  
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Synthese des Rückgrates als HCl-Salz 
(9H-Fluoren-9-yl)Methyl-2-((tert-butoxycarbonyl)methylamino)Ethylcarbamat 2•HCl 
 
H
N
O
O
H2N
H
N
O
O
N
H
O
O
HCl
C8H18N2O2
Exact Mass: 174,14
Mol. Wt.: 174,24
1 2
C23H29ClN2O4
Exact Mass: 432,18
Mol. Wt.: 432,94  
 
Die Lösung des Produktes 1 wurde zunächst mit 15ml (86mmol) DIPEA versetzt. Im 
Anschluss wurde eine Lösung aus 29g (86mmol) Fmoc-ONSu in 150ml CH2Cl2 über 3h 
bei Raumtemperatur zugetropft und über Nacht gerührt. Daraufhin wurde die Lösung 
fünf Mal mit je 100ml 1N HCl und ein Mal mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. 
Alle wässrigen Phasen wurden vereint und mit 100ml CH2Cl2 gewaschen. Die vereinig-
ten organischen Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer 
auf ein Viertel eingeengt. Bei Lagern der Lösung bei -10°C fielen über Nacht weiße 
Kristalle aus. Diese wurden abfiltriert und mit 30ml Hexan gewaschen. Nach Trock-
nung am Hochvakuum wurde ein weißes amorphes Pulver erhalten. Die Ausbeute die-
ses Synthese-Schrittes betrug 20.45g (48mmol; 55%). 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 9.54 (2H, br, NHBB), 7.88 (2H, d, H4Fmoc, H5Fmoc), 
7.70 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.40 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.30 (2H, m, H2Fmoc, H7Fmoc), 
4.28 (2H, d, H10Fmoc), 4.20 (1H, t, H9Fmoc), 3.85 (2H, s, H14BB), 3.37 (2H, t, H12BB), 3.02 
(2H, t, H13BB), 1.44 (9H, s, H17BB). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 165.57 
(C15BB), 156.28 (C11Fmoc), 143.80 (C8aFmoc, C9aFmoc), 140.74 (C4aFmoc, C4bFmoc), 127.64 
(C1Fmoc, C8Fmoc), 127.08 (C4Fmoc, C5Fmoc), 125.20 (C2Fmoc, C7Fmoc), 120.12 (C3Fmoc, 
C6Fmoc), 82.97 (C16BB), 65.68 (C10Fmoc), 47.24 (C14BB), 46.66 (C9Fmoc), 46.42 (C13BB), 
36.62 (C12BB), 27.61 (C17BB). MS (EI, 70eV, 165°C): m/z (%) = 396 (1.7) [M+-HCl], 351 
(0.2), 340 (9.0), 322 (10.1), 295 (61.4), 196 (2.5), 178 (100.0), 165 (24.8), 152 (6.2), 
117 (19.1), 99 (13.0), 88 (89.4), 73 (24.6), 57 (47.3), 44 (19.3), 30 (12.5). 
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1H-NMR (360MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 2 
NHBB 9.54 
H4Fmoc, H5Fmoc 7.88 
H1Fmoc, H8Fmoc 7.70 
H3Fmoc, H6Fmoc 7.40 
H2Fmoc, H7Fmoc 7.30 
H10Fmoc 4.28 
H9Fmoc 4.20 
H14BB 3.85 
H12BB 3.37 
H13BB 3.02 
H17BB 1.44 
 
13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 2 
C1Fmoc, C8Fmoc 127.64 
C2Fmoc, C7Fmoc 125.20 
C3Fmoc, C6Fmoc 120.12 
C4Fmoc, C5Fmoc 127.08 
C4aFmoc, C4bFmoc 140.74 
C8aFmoc, C9aFmoc 143.80 
C9Fmoc 46.66 
C10Fmoc 65.68 
C11Fmoc 156.28 
C12BB 36.62 
C13BB 46.42 
C14BB 47.24 
C15BB 156.57 
C16BB 82.97 
C17BB 27.61 
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Synthese der Thymin-Essigsäure 3 
HN
N
O
O
OH
O
HN
N
H
O
O
C7H8N2O4
Exact Mass: 184,05
Mol. Wt.: 184,15
C5H6N2O2
Exact Mass: 126,04
Mol. Wt.: 126,11
3
 
 
Zu Beginn wurden 10.1g (80.2mmol) Thymin in einer 40-50°C warmen Lösung von 
17.5g KOH (0.3mol) in 50ml Wasser aufgelöst. Unter Beibehaltung der Temperatur 
wurde eine Mischung aus 16.5g (118.7mmol; 1.5Äq.) Bromessigsäure in 25ml Wasser 
über 1h hinzugetropft. Nach Rühren der Lösung über Nacht wurde der pH-Wert mit 
konz. HCl auf 5.5 gebracht. Während der anschließenden Lagerung bei -10°C fiel der 
Überschuss an freiem Thymin aus und konnte abfiltriert werden. Der pH-Wert wurde 
dann weiter auf 2 gesenkt, wobei das weißes Produkt 3 ausfiel. Dieses wurde abfiltriert 
und am Hochvakuum getrocknet. Ausbeute: 11.8g (64mmol; 80%) 
 
1H-NMR (360MHz, D2O): δ = 11.29 (1H, s, NHTh), 7.38 (1H, s, H6Th), 4.48 (2H, s, 
HαAc); 1.83 (3H, s, MeTh). 1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): 11.29 (1H, s, NHTh), 7.48 
(1H, s, H6Th); 4.33 (2H, s, HαAc); 1.75 (3H, s, MeTh). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): 
δ = 170.94 (COAc), 165.92 (C4Th), 152.25 (C2Th), 143.06 (C6Th), 109.82 (C5Th), 49.58 
(CαAc), 12.94 (MeTh). MS (EI, 70eV, 165°C): m/z (%) = 184 (32.9), 140 (54.9), 126 
(1.3), 113 (4.0), 96 (100.0), 82 (4.3), 68 (16.9), 55 (13.2), 41 (39.5), 28 (6.6). 
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Synthese des Thymin-Backbones 4 
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N
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O
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O
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O
N
H
O
C30H34N4O7
Exact Mass: 562,24
Mol. Wt.: 562,61
C7H8N2O4
Exact Mass: 184,05
Mol. Wt.: 184,15
3 4
2
C23H28N2O4
Exact Mass: 396,2
Mol. Wt.: 396,48
 
 
Zur Kopplung der Thymin-Essigsäure an das PNA-Rückgrat wurden 3.25g (7.5mmol) 
2•HCl in 30ml CH2Cl2 suspendiert und in einen Schütteltrichter überführt. Diese Sus-
pension wurde mit ges. NaHCO3-Lösung geschüttelt, um die Base freizusetzen. Im An-
schluss wurde die klare CH2Cl2-Phase über MgSO4 getrocknet und anschließend das 
Lösungsmittel entfernt. Der resultierende Feststoff wurde in einem trockenen Schlenk-
Kolben in 50ml DMF suspendiert und mit Thymin-Essigsäure 3 (4.03g; 22mmol) ver-
setzt. Nach Auflösung der beiden Stoffe wurden 3.41g EDC in zwei Portionen hinzuge-
geben und die Lösung über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde 
das Lösungsmittel an der Vakuumpumpe entfernt und der Rückstand mehrmals mit Me-
thanol koevaporiert, um DMF-Reste zu entfernen. Zum Rückstand wurden 100ml ent-
gastes Wasser gegeben, wobei sich ein Niederschlag bildete. Dieser wurde abfiltriert, 
erneut mit Wasser gewaschen und am Vakuum getrocknet. Ausbeute : 4.03g (7.2mmol; 
72%) 
 
Flash-Chromatographie: 
1.7g des ungereinigten Produktes 4 wurden mit CH2Cl2 vermischt und über Nacht ge-
rührt. Im Anschluss wurde 1g Silica-Gel (Korngröße 0.040-0.063µm) hinzugegeben und 
das Lösungsmittel entfernt. Die Säule wurde mit 40g dieses Gels gefüllt und die Sub-
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stanzen mit einer Elutionsmischung, bestehend aus CH2Cl2 und MeOH (97.5:2.5), ge-
trennt. Die 20ml-Fraktionen wurden mittels DC auf ihre Reinheit überprüft. Die saube-
ren Fraktionen wurden vereinigt, vom Lösungsmittel befreit und anschließend getrock-
net. Verunreinigte Fraktionen wurden erneut einer Trennung unterzogen.  
(Ausbeute: 542mg) 
 
1H-NMR δ (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.26 (2H, br, NHTh), 7.90 (2H, d, H4Fmoc, 
H5Fmoc), 7.69 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.42 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.32 (2H, m, H2Fmoc, 
H7Fmoc), 7.26 (1H, s, H6Th), 4.65 (1.2H, s, HαmajAc), 4.47 (0.8H, s, HαminAc), 4.35 (2H, d, 
H10Fmoc), 4.22 (1H, t, H9Fmoc), 3.93 (2H, s, H14BB), 3.40 (1.2H, t, H12majBB), 3.31 (0.8H, t, 
H12minBB), 3.25 (1.2H, t, H13majBB), 3.09 (0.8H, t, H13minBB), 1.74 (3H, s, MeTh), 1.46 
(3.6H, s, H17minBB), 1.41 (5.4H, s, H17majBB). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): 
δ = 170.82 (COAc), 167.58 (C15BB), 165.11 (C11Fmoc), 164.64 (C4Th), 151.23 (C2Th), 
143.61 (C8aFmoc, C9aFmoc), 142.42 (C6Th), 140.72 (C4aFmoc, C4bFmoc), 128.03 (C1Fmoc, 
C8Fmoc), 126.87 (C4Fmoc, C5Fmoc), 125.26 (C2Fmoc, C7Fmoc), 120.51 (C3Fmoc, C6Fmoc), 108.53 
(C5Th), 83.14 (C16BB), 65.48 (C10Fmoc), 49.14 (CαAc), 47.65 (C14BB), 46.91 (C13BB), 46.27 
(C9Fmoc), 39.02 (C12BB), 27.55 (C17BB), 11.92 (MeTh).  
 
 
Synthese des Thymin-Monomers 5 
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OH
C30H34N4O7
Exact Mass: 562,24
Mol. Wt.: 562,61
C26H26N4O7
Exact Mass: 506,18
Mol. Wt.: 506,51
4 5
 
 
Zur finalen Spaltung des tert-Butyl-Esters wurde die gesamte Ausbeute der Säulench-
romatographie (4, 542g, 1mmol) in einen 100ml-Rundkolben überführt und mit 20ml 
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CH2Cl2, 0.1ml TIS und 0.1ml Wasser versetzt. Die Lösung wurde auf 0°C herunterge-
kühlt und tropfenweise mit 4ml TFA versetzt. Im Anschluss wurde die Mischung auf 
Raumtemperatur gebracht und über Nacht gerührt. Danach wurde das Lösungsmittel am 
Rotationsverdampfer entfernt und der Rückstand mehrfach mit Acetonitril koevaporiert, 
um TFA-Reste zu entfernen. Das resultierende Produkt wurde gründlich am Vakuum 
getrocknet, wobei eine quantitative Ausbeute erhalten wurde. 
Eine alternative tert-Butyl-Ester-Spaltung konnte mit HCl erreicht werden. Damit konn-
te die Problematik der Bildung von Trifluoressigsäure-Estern umgangen werden. Hierzu 
wurden 7g des gereinigten Produktes 4 in einer Mischung aus 50ml konz. AcOH und 
25ml 4N-HCl suspendiert und über 48h gerührt. Vorerst wurde die Lösung klar, später 
jedoch fiel ein weißes Produkt aus. Das Lösungsmittel wurde danach entfernt und der 
Rückstand in THF aufgenommen. Das Produkt konnte anschließend mit einer Mischung 
aus Hexan und Toluol (3:1) gefällt werden. Das am Vakuum getrocknete Produkt ergab 
eine Ausbeute von 5.8g (11.5mmol, 92%). 
 
1H-NMR δ (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.24 (2H, br, NHTh), 7.87 (2H, d, H4Fmoc, 
H5Fmoc), 7.67 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.40 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.32 (2H, m, H2Fmoc, 
H7Fmoc), 7.25 (1H, s, H6Th), 4.64 (1.2H, s, HαmajAc), 4.46 (0.8H, s, HαminAc), 4.31 (2H, d, 
H10Fmoc), 4.21 (1H, t, H9Fmoc), 3.97 (2H, s, H14BB), 3.38 (1.2H, t, H12majBB), 3.30 (0.8H, t, 
H12minBB), 3.22 (1.2H, t, H13majBB), 3.05 (0.8H, t, H13minBB), 1.72 (3H, s, MeTh). 
13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 170.73 (COAc), 167.58 (C15BB), 165.31 (C11Fmoc), 
164.38 (C4Th), 150.95 (C2Th), 143.81 (C8aFmoc, C9aFmoc), 142.04 (C6Th), 140.69 (C4aFmoc, 
C4bFmoc), 127.59 (C1Fmoc, C8Fmoc), 127.04 (C4Fmoc, C5Fmoc), 125.01 (C2Fmoc, C7Fmoc), 
120.08 (C3Fmoc, C6Fmoc), 108.08 (C5Th), 65.42 (C10Fmoc), 49.32 (CαAc), 47.64 (C14BB), 
46.86 (C13BB), 46.68 (C9Fmoc), 38.81 (C12BB), 11.86 (MeTh). MS (ESI-neg): m/z = 1011.5 
[2M-H]-, 506.3 [M-H]-. MALDI-TOF (pos, CCA): m/z = 507.2 [M+H]+, 529.2 
[M+Na]+, 545.2 [M+K]+, 551.2 [M-H+2Na]+, 567.2 [M-H+Na+K]+. 
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1H-NMR (360MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 3 4 5 
NHTh 11.29 11.26 11.24 
H4Fmoc, H5Fmoc – 7.90 7.87 
H1Fmoc, H8Fmoc – 7.69 7.67 
H3Fmoc, H6Fmoc – 7.42 7.40 
H2Fmoc, H7Fmoc – 7.32 7.32 
H6Th 7.48 7.26 7.25 
HαAcmaj 4.33 4.65 4.64 
HαAcmin 4.33 4.47 4.46 
H10Fmoc – 4.35 4.31 
H9Fmoc – 4.22 4.21 
H14BB – 3.93 3.97 
H12majBB – 3.40 3.38 
H12minBB – 3.31 3.30 
H13majBB – 3.25 3.22 
H13minBB – 3.09 3.05 
MeTh 1.75 1.74 1.72 
H17majBB – 1.46 – 
H17minBB – 1.41 – 
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13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 3 4 5 
COAc 170.94 170.82 170.73 
C2Th 152.25 151.23 150.95 
C4Th 165.92 164.64 164.38 
C5Th 109.82 108.53 108.08 
C6Th 143.06 142.42 142.04 
CαAc 49.58 49.14 49.32 
MeTh 12.94 11.92 11.86 
C1Fmoc, C8Fmoc – 128.03 127.59 
C2Fmoc, C7Fmoc – 125.26 125.01 
C3Fmoc, C6Fmoc – 120.51 120.08 
C4Fmoc, C5Fmoc – 126.87 127.04 
C4aFmoc, C4bFmoc – 140.72 140.69 
C8aFmoc, C9aFmoc – 143.61 143.81 
C9Fmoc – 46.27 46.68 
C10Fmoc – 65.48 65.42 
C11Fmoc – 165.11 165.31 
C12BB – 39.02 38.81 
C13BB – 46.91 46.86 
C14BB – 47.65 47.64 
C15BB – 167.58 167.58 
C16BB – 83.14 – 
C17BB – 27.55 – 
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Synthese des N4-(4-Methoxybenzoyl)Cytosins 6 
N
N
H
O
NH2
N
N
H
O
HN
O
O
C4H5N3O
Exact Mass: 111,04
Mol. Wt.: 111,1
C12H11N3O3
Exact Mass: 245,08
Mol. Wt.: 245,23
6
 
 
Zur Einführung der Schutzgruppe an die Amino-Funktion wurden 29.2g (99%, 
180mmol) Cytosin in frisch destilliertem Pyridin (650ml) unter Rühren suspendiert und 
über einen Zeitraum von 30min tropfenweise mit Anisoylchlorid (30.7g, 23ml, 
180mmol) versetzt. Vorerst war die Lösung klar, später fiel ein weißer, klebriger Nie-
derschlag aus. Nach Rühren der Mischung über Nacht wurde eine Stunde unter Rück-
fluss auf 80-100°C erhitzt, wobei die Lösung wieder klar wurde. Bei Abkühlen bildete 
sich erneut ein Niederschlag, und es wurde erneut über Nacht gerührt. Anschließend 
wurde das Pyridin am Hochvakuum entfernt und der Rückstand mit MeOH koevapo-
riert. Das resultierende weiße Pulver wurde gründlich am Vakuum getrocknet und ohne 
weitere Reinigung für die nächste Synthese-Stufe verwendet. Ausbeute: 39.6g 
(161mmol, 90%) 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 9.48 (2H, br. s, NH1Cy, NH4Cy), 8.01 (2H, d, H2Bz, 
H6Bz), 7.74 (1H, d, H6Cy), 6.93 (2H, d, H3Bz, H5Bz), 7.41 (2H, d, H5Cy), 3.83 (9H, s, 
MeBz). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 166.72 (COBz), 162.92 (C4Cy), 155.89 
(C2Cy), 163.62 (C4Bz), 151.08 (C6Cy), 124.98 (C1Bz), 130.58 (C2Bz, C6Bz), 113.81 (C3Bz, 
C5Bz), 96.03 (C5Cy), 55.49 (MeBz). MS (EI, 80eV, 165°C): m/z (%) = 245 (27) [M]+, 223 
(12), 197 (17), 154 (2.9), 135 (100). 
 
 
196 Experimenteller Teil / Materialien & Methoden 
 
 
Synthese des N4-(4-Methoxybenzoyl)-1-(Methoxycarbonylmethyl)Cytosins 7 
 
N
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O
C12H11N3O3
Exact Mass: 245,08
Mol. Wt.: 245,23
6
C15H15N3O5
Exact Mass: 317,1
Mol. Wt.: 317,3
7
 
 
N4-(4-Methoxybenzoyl)Cytosin 6 (39.60g, 161.5mmol) wurde in Form des Rohproduk-
tes in trockenem DMF (500ml) suspendiert und mit K2CO3 (22.3g; 161.5mmol) und 
Methylbromoacetat (15.5ml, 161.5mmol) versetzt. Nach Rühren über Nacht wurde das 
ausgefallene KBr abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Nach Zugabe von 160ml Wasser 
und 7.2ml 4N HCl wurde erneut für 20min gerührt. Der resultierende Niederschlag wur-
de abfiltriert und am Vakuum getrocknet. Ausbeute: 41.0g (129.2mmol; 80%) 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.10 (2H, br. s, NH4Cy), 8.03 (2H, d, H2Bz, H6Bz), 
8.11 (1H, d, H6Cy), 7.07 (2H, d, H3Bz, H5Bz), 7.34 (2H, d, H5Cy), 3.84 (3H, s, MeBz), 3.70 
(3H, s, MeAc), 4.68 (2H, s, HαAc). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 168.44 (CO-
Ac), 166.65 (COBz), 162.89 (C4Cy), 155.16 (C2Cy), 163.80 (C4Bz), 150.30 (C6Cy), 125.19 
(C1Bz), 130.65 (C2Bz, C6Bz), 113.75 (C3Bz, C5Bz), 96.14 (C5Cy), 50.57 (CαAc), 55.42 
(MeBz), 52.27 (MeAc). MS (EI, 80eV, 160°C): m/z (%) = 317 (26.9) [M]+, 288 (9.1), 244 
(3.5), 210 (2.9), 135 (100). 
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Synthese des N4-(4-Methoxybenzoyl)-1-(Carboxymethyl)Cytosins 8 
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C15H15N3O5
Exact Mass: 317,1
Mol. Wt.: 317,3
7
C14H13N3O5
Exact Mass: 303,09
Mol. Wt.: 303,27
8
 
 
Zur Spaltung des Methylesters am Carbonyl-Linker wurde 7 (41.0g, 129.2 mmol) in 
einer Lösung aus NaOH (9.36g; 234mmol; 1.5Äq.) und Wasser (350ml) unter Rühren 
gelöst. Nach einstündigem Rühren konnte das Produkt unter Zugabe von 4M HCl 
(54ml; 260mmol) gefällt werden. Nach Filtration und Koevaporation mit MeOH wurde 
der Rückstand am Vakuum getrocknet. Es stellte sich heraus, dass dieses Produkt unlös-
lich in praktisch allen organischen Lösungsmittel war (Ausnahme DMSO), sodass eine 
weitere Kopplung an das PNA-Rückgrat unmöglich war. Aus diesem Grund wurde eine 
alternative Schutzgruppenstrategie gewählt. Ausbeute: 28.2g (93.0mmol, 72%) 
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Synthese des N4-(4-Butylbenzoyl)Cytosins 9 
N
N
H
O
NH2
N
N
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O
HN
O
C4H5N3O
Exact Mass: 111,04
Mol. Wt.: 111,1
9
C15H17N3O2
Exact Mass: 271,13
Mol. Wt.: 271,31  
 
Zur Einführung der Schutzgruppe an die Aminofunktion des Cytosins wurde dieses 
(22.2g; 0.2mol) in über Molsieb getrocknetem DMF suspendiert und mit Triethylamin 
(30.8ml; 0.22mol) versetzt. 4-tert-Butylbenzoylchlorid (37.2ml; 0.2mol) wurde trop-
fenweise aus einer Spritze hinzugegeben. Nach 4-stündigem Rühren wurde weiteres  
4-tert-Butylbenzoylchlorid (7.4ml; 0.04mol) hinzugetropft. Die Mischung wurde über 
Nacht gerührt und anschließend das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. 
Zur Entfernung von DMF-Resten wurde mehrmals mit Methanol koevaporiert. 
Der Rückstand wurde in CH2Cl2 aufgenommen, in einen Büchner-Trichter überführt, 
mehrmals mit CH2Cl2 und anschließend mit Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
nicht mehr gelb gefärbt war. Nach Vakuum-Trocknung wurde ein weißes Pulver erhal-
ten. Ausbeute: 40-60%. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.25 (2H, br. s, NH1Cy, NH4Cy), 7.98 (2H, d, H2Bz, 
H6Bz), 7.88 (1H, d, H6Cy), 7.51 (2H, d, H3Bz, H5Bz), 7.22 (2H, d, H5Cy), 1.32 (9H, s, 
tBuBz). 13C-NMR (90.56 MHz, DMSO-d6): δ = 166.68 (COBz), 164.82 (C4Cy), 155.82 
(C2Cy), 129.68 (C1Bz), 128.4 (C2Bz, C6Bz), 125.92 (C3Bz, C5Bz), 93.50 (C5Cy), 34.75 (CqBz), 
31.24 (tBuBz). MS (FAB-pos, Glycerin): m/z = 272.1 [M+H]+, 185.1, 161.1 [M-Cy]+, 
112.1 [M-Bz]+, 93.1. 
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Synthese des N4-(4-t-Butylbenzoyl)-1-(Methoxycarbonylmethyl)Cytosins 10 
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C15H17N3O2
Exact Mass: 271,13
Mol. Wt.: 271,31
C18H21N3O4
Exact Mass: 343,15
Mol. Wt.: 343,38  
 
Zur Synthese dieser Verbindung wurden 20g (73.73mmol) 9 in trockenem DMF sus-
pendiert und portionsweise mit NaH (1.76g; 77.33mmol; 1.05Äq.) versetzt. Die Sus-
pension wurde bei 50°C für 2-3h gerührt. Methylbromoacetat (6.9ml; 74.66mmol) wur-
de über 1h hinzugetropft und die Suspension anschließend über Nacht bei 50°C gerührt, 
wobei sich eine rosa Färbung bildete. Das Lösungsmittel wurde am Rotationsverdamp-
fer entfernt und der Rückstand in CH2Cl2 suspendiert. Diese Suspension wurde fünf Mal 
mit Wasser gewaschen, wobei die Färbung in die wässrige Phase überging. Die organi-
sche Phase (weiß getrübt) wurde über Na2SO4 getrocknet und anschließend filtriert. Das 
Filtrat wurde eingeengt und der Rückstand aus Isopropanol umkristallisiert. Das resul-
tierende Produkt war weiß gefärbt und ergab eine Ausbeute von 30-40%. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.11 (1H, s, NH4Cy), 8.10 (1H, d, H6Cy), 7.94 (2H, 
d, H2Bz, H6Bz), 7.51 (2H, d, H3Bz, H5Bz), 7.34 (2H, d, H5Cy), 4.66 (2H, s, HαAc), 3.68 (3H, 
s, MeAc), 1.31 (9H, s, tBuBz). 13C-NMR (90.56 MHz, DMSO-d6): δ = 157.06 (C2Cy), 
151.16 (C6Cy), 128.89 (C2Bz, C6Bz), 126.12 (C3Bz, C5Bz), 97.32 (C5Cy), 51.47 (MeBz), 
49.21 (CαAc), 31.14 (tBuBz). MS (FAB-pos, Glycerin): m/z = 344.1 [M]+, 161.1 [Bz]+. 
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Synthese des N4-(4-t-Butylbenzoyl)-1-(Carboxymethyl)Cytosins 11 
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C18H21N3O4
Exact Mass: 343,15
Mol. Wt.: 343,38
C17H19N3O4
Exact Mass: 329,14
Mol. Wt.: 329,35  
 
Zur Spaltung des Methylesters wurde 10 (8.0g; 24mmol) in einer Mischung aus Dioxan 
(50ml) und Wasser (10ml) suspendiert und mit 2N NaOH auf pH11 gebracht. Die Stei-
gerung des pH-Wertes führte zu einer Auflösung der Substanz und damit einhergehen-
der Gelbfärbung. Die Lösung wurde über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Anschlie-
ßend wurde der pH-Wert mit 1N HCl auf 3 gebracht, wobei ein weißer Niederschlag 
ausfiel. Die genaue Einhaltung des pH-Wertes erwies sich als sehr wichtig, da bei Wer-
ten unter 3 eine erneute Auflösung des Produktes eintrat. Der Niederschlag wurde ab-
filtriert und in ges. NaHCO3-Lösung aufgenommen. Zur vollständigen Auflösung muss-
te meist noch eine geringe Menge an 2N NaOH hinzugetropft werden. Im Anschluss 
wurde das Produkt erneut mit 1N HCl bei pH3 gefällt und abfiltriert. Nach Waschen mit 
Wasser und Vakuum-Trocknung wurde eine Ausbeute von 5.53g (16.8mmol; 70%) 
erhalten. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.05 (1H, s, NH4Cy), 8.10 (1H, d, H6Cy), 7.94 (2H, 
d, H2Bz, H6Bz), 7.50 (2H, d, H3Bz, H5Bz), 7.30 (2H, d, H5Cy), 4.55 (2H, s, HαAc), 1.29 (9H, 
s, tBuBz). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 169.34 (COAc), 167.16 (COBz), 163.55 
(C4Cy), 155.85 (C2Cy), 155.24 (C4Bz), 150.64 (C6Cy), 130.36 (C1Bz), 128.39 (C2Bz, C6Bz), 
125.33 (C3Bz, C5Bz), 95.94 (C5Cy), 50.66 (CαAc), 34.80 (CqBz), 30.85 (tBuBz).  
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C17H19N3O4
Exact Mass: 329,14
Mol. Wt.: 329,35
H
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C40H45N5O7
Exact Mass: 707,33
Mol. Wt.: 707,81
12
C23H28N2O4
Exact Mass: 396,2
Mol. Wt.: 396,48
 
 
Zur Kopplung der Cytosin-Essigsäure an das Rückgrat wurden 4.0g (12.15mmol) der 
Verbindung 11, 7.8g (24.3mmol) TBTU und 3.7g (24.3mmol) HOBt in 120ml trocke-
nem DMF suspendiert. Zwischenzeitlich wurden 10.5g (24.3mmol) des Produktes 
2•HCl in 160ml CH2Cl2 suspendiert und in einen Schütteltrichter überführt. Diese Sus-
pension wurde mit ges. NaHCO3-Lösung geschüttelt, um die Base freizusetzen. Im An-
schluss wurde die CH2Cl2-Phase über MgSO4 getrocknet. Zur Aktivierung des Kopp-
lungsreagenzes wurden 4.3g (24.3mmol) DIPEA in die DMF-Lösung getropft, wobei 
die Farbe nach gelb wechselte. Nach einer Aktivierungszeit von 2min wurde die 
CH2Cl2-Lösung in die DMF-Lösung filtriert und der Schütteltrichter mit 20ml CH2Cl2 
gewaschen. Die Mischung wurde 20h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde 
das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der gelb-orange Rückstand in 
180ml CH2Cl2 aufgenommen. Diese Lösung wurde drei Mal mit je 100ml 1M HCl, drei 
Mal mit je 100ml ges. NaHCO3-Lösung und ein Mal mit ges. NaCl-Lösung gewaschen. 
Das gelbe organische Extrakt wurde dann über MgSO4 getrocknet und eingeengt, wobei 
eine tiefgelbe ölige Substanz (10.47g) verblieb.  
Zur Kontrolle der Reinheit wurde ein Dünnschichtchromatogramm in Ethylacetat ange-
fertigt. Das nicht reagierte PNA-Backbone lief dabei höher (Rf 3.0) als das Hauptpro-
dukt (Rf 0.15). 3.0g des Rohproduktes wurde mit Hilfe der Flash-Chromatographie 
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(SiO2; 60g; Ø2.5cm; Säulenvolumen 20ml; Ethylacetat als Elutionsmittel) gereinigt. 
DCs der sauberen Fraktionen zeigt lediglich den Punkt des Hauptproduktes bei Rf 0.15.  
Alternativ konnte das Rohprodukt durch Schwenken in Methanol gereinigt werden, da 
sich Verunreinigungen besser lösten als das Hauptprodukt. Diese Art der Reinigung 
ergab eine mit der Flash-Chromatographie vergleichbare Reinheit. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 8.67 (1H, s, NH4Cy), 7.81 (2H, d, H2Bz, H6Bz), 7.75 
(1H, d, H6Cy), 7.89 (2H, d, H4Fmoc, H5Fmoc), 7.61 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.51(1H, t, 
NHBB), 7.49 (2H, d, H3Bz, H5Bz), 7.40 (1H, d, H5Cy), 7.38 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.30 
(2H, m, H2Fmoc, H7Fmoc), 4.62 (1.2H, s, HαmajAc), 4.58 (0.8H, s, HαminAc), 4.44 (2H, d, 
H10Fmoc), 4.22 (1H, t, H9Fmoc), 3.96 (2H, s, H14BB), 3.60 (1.2 H, t, H12majBB), 3.45 (2H, br. 
m, H12minBB, H13majBB), 3.39 (0.8H, t, H13minBB), 1.30 (9H, s, tBuBz), 1.42 (3.6H, s, 
H17minBB), 1.38 (5.4H, s, H17majBB). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 167.05 
(C15BB), 163.33 (C4Cy), 155.71 (C4Bz), 143.80 (C8aFmoc, C9aFmoc), 140.66 (C4aFmoc, 
C4bFmoc), 130.30 (C1Bz), 128.30 (C2Bz, C6Bz), 127.00 (C4Fmoc, C5Fmoc), 125.22 (C3Bz, C5Bz), 
125.05 (C2Fmoc, C7Fmoc), 120.05 (C10Fmoc), 95.67 (C10Fmoc), 65.43 (C10Fmoc), 49.50 (CαAc), 
46.65 (C9Fmoc), 34.70 (CqBz), 30.40 (tBuBz), 27.60 (tBuBB). MS (FAB-pos, NBA): m/z = 
708.0 [M+H]+, 397.0 [BB]+, 341.0, 179.0, 161.0 [Bz]+. 
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Mol. Wt.: 707,81
12
N
NO
N
O
O
HN
O
O
N
H
OH
O
C36H37N5O7
Exact Mass: 651,27
Mol. Wt.: 651,71
13
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Zur Spaltung des tert-Butyl-Esters wurde Fmoc-C-PNA-OtBu 12 (708mg; 1mmol) zu-
sammen mit TIS (0.1 ml), Wasser (0.1 ml) und Dichlormethan (20ml) in einen Rund-
kolben suspendiert und auf 0°C gekühlt. Dann wurden 4ml TFA über 5 min hinzuge-
tropft und die Lösung langsam auf Raumtemperatur gebracht. Nach 6-stündigem Rüh-
ren wurde das Lösungsmittel an der Vakuumpumpe entfernt und das Produkt solange 
mit Acetonitril koevaporiert (mind. 10 Mal), bis es seine Farbe von gelb nach weiß 
wechselte. Als Endprodukt wurde ein weißes Pulver in quantitativer Ausbeute erhalten. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.08 (1H, s, NH4Cy), 7.98 (2H, d, H2Bz, H6Bz), 7.94 
(1H, d, H6Cy), 7.89 (2H, d, H4Fmoc, H5Fmoc), 7.68 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.53 (2H, d, 
H3Bz, H5Bz), 7.51(1H, t, NHBB), 7.43 (1H, d, H5Cy), 7.41 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.33 
(2H, m, H2Fmoc, H7Fmoc), 4.88 (1.2H, s, HαmajAc), 4.70 (0.8H, s, HαminAc), 4.35 (2H, d, 
H10Fmoc), 4.26 (1H, t, H9Fmoc), 4.02 (2H, s, H14BB), 3.48 (1.2 H, t, H12majBB), 3.37 (0.8H, 
br. m, H12minBB), 3.31 (1.2H, br. m, H13majBB), 3.14 (0.8H, t, H13minBB), 1.30 (9H, s, 
tBuBz). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 170.63 (COAc), 167.73 (C15BB), 167.37 
(COBz), 163.57 (C4Cy), 156.61 (C11Fmoc), 156.03 (C2Cy), 155.26 (C4Bz), 151.32 (C6Cy), 
144.13 (C8aFmoc, C9aFmoc), 140.97 (C4aFmoc, C4bFmoc), 130.63 (C1Bz), 128.61 (C2Bz, C6Bz), 
127.84 (C1Fmoc, C8Fmoc), 127.30 (C4Fmoc, C5Fmoc), 125.50 (C3Bz, C5Bz), 125.36 (C2Fmoc, 
C7Fmoc), 120.33 (C3Fmoc, C6Fmoc), 95.97 (C5Cy), 65.77 (C10Fmoc), 49.83 (CαAc), 48.00 
(C14BB), 47.20 (C13BB), 46.97 (C9Fmoc), 38.21 (C12BB), 35.02 (CqBz), 31.06 (tBuBz). MS 
(FAB-pos, NBA): m/z = 652.0 [M]+, 312.0, 272.0 [9+H]+, 178.0 [Fmoc]+, 161.0 [Bz]+. 
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1H-NMR (360MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 6 7 8 9 10 11 12 13 
MeBz 3.83 3.84 3.84 – – – – – 
tBuBz – – – 1.32 1.31 1.29 1.30 1.30 
H3Bz, H5Bz 6.93 7.07 7.04 7.51 7.51 7.50 7.49 7.53 
H2Bz, H6Bz 8.01 8.03 8.02 7.98 7.94 7.94 7.81 7.98 
NH1Cy 9.48 – – 11.25 – – – – 
NH4Cy 9.48 11.10 11.07 11.25 11.10 11.05 8.67 11.08 
H5Cy 7.41 7.34 7.30 7.22 7.34 7.30 7.40 7.43 
H6Cy 7.74 8.11 8.08 7.88 8.10 8.10 7.75 7.94 
MeAc – 3.70 – – 3.68 – – – 
NHBB – – – – – – 7.51 7.51 
H4Fmoc, H5Fmoc – – – – – – 7.89 7.89 
H1Fmoc, H8Fmoc – – – – – – 7.61 7.68 
H3Fmoc, H6Fmoc – – – – – – 7.38 7.41 
H2Fmoc, H7Fmoc – – – – – – 7.30 7.33 
HαmajAc – 4.68 4.56 – 4.66 4.55 4.62 4.88 
HαminAc – 4.68 4.56 – 4.66 4.55 4.58 4.70 
H10Fmoc – – – – – – 4.44 4.35 
H9Fmoc – – – – – – 4.22 4.26 
H14BB – – – – – – 3.96 4.02 
H12majBB – – – – – – 3.60 3.48 
H12minBB – – – – – – 3.45 3.37 
H13majBB – – – – – – 3.45 3.31 
H13minBB – – – – – – 3.39 3.14 
H17minBB – – – – – – 1.42 – 
H17majBB – – – – – – 1.38 – 
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13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 6 7 8 9 10 11 12 13 
MeBz 55.49 55.42 55.54 –  – – – 
CqBz – – – 34.75 34.75 34.80 34.73 35.02 
tBuBz – – – 31.24 31.14 30.85 30.78 31.06 
C1Bz 124.98 125.19 125.24 129.68 n.o. 130.36 130.30 130.63 
C3Bz, C5Bz 113.81 113.75 113.76 125.92 126.12 125.33 125.22 125.50 
C2Bz, C6Bz 130.58 130.65 130.62 128.40 128.89 128.39 128.30 128.61 
C4Bz 163.62 163.80 163.59 164.82 n.o. 155.24 n.o. 155.26 
COBz 166.72 166.65 166.67 166.68 n.o. 167.16 167.05 167.37 
C2Cy 155.89 155.16 155.19 155.82 157.06 155.85 155.71 156.03 
C4Cy 162.92 162.89 162.87 n.o. n.o. 163.55 163.33 163.57 
C5Cy 96.03 96.14 95.90 93.50 97.32 95.94 95.67 95.97 
C6Cy 151.08 150.30 150.44 n.o. 151.16 150.64 n.o. 151.32 
CαAc – 50.57 50.61 – 49.21 50.66 49.50 49.83 
COAc – 168.44 169.30 – n.o. 169.34 n.o. 170.63 
MeAc – 52.27 – – 51.47 – – – 
C1Fmoc, C8Fmoc – – – – – – 127.55 127.84 
C2Fmoc, C7Fmoc – – – – – – 125.05 125.36 
C3Fmoc, C6Fmoc – – – – – – 120.05 120.33 
C4Fmoc, C5Fmoc – – – – – – 127.00 127.30 
C4aFmoc, C4bFmoc – – – – – – 140.66 140.97 
C8aFmoc, C9aFmoc – – – – – – 143.80 144.13 
C9Fmoc – – – – – – 46.65 46.97 
C10Fmoc – – – – – – 65.43 65.77 
C11Fmoc – – – – – – n.o. 156.61 
C12BB – – – – – – n.o. 38.21 
C13BB – – – – – – n.o. 47.20 
C14BB – – – – – – n.o. 48.00 
C15BB – – – – – – n.o. 167.73 
C16BB – – – – – – 80.91 – 
C17BB – – – – – – 27.60 – 
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Synthese des N6-(4-Methoxybenzoyl)Adenins 14 
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C5H5N5
Exact Mass: 135,05
Mol. Wt.: 135,13
C13H11N5O2
Exact Mass: 269,09
Mol. Wt.: 269,26
14
 
 
Zur Einführung der Schutzgruppe an der Amino-Funktion wurden 20.3g Adenin in Py-
ridin (400ml, über Molsieb getrocknet) suspendiert und tropfenweise mit 20.3ml 
(150mmol) 4-Methoxybenzoylchlorid versetzt. Die Suspension wurde auf 100°C er-
hitzt, wobei sich eine klare, gelb-braune Lösung bildete. Nach Rühren über Nacht wur-
den 30ml Methanol hinzugegeben und das Lösungsmittel an der Vakuum-Pumpe ent-
fernt. Zur Entfernung von Pyridin-Resten wurde zwei Mal mit Toluol koevaporiert.  Der 
Rückstand wurde in 300ml Isopropanol unter Rückfluss erhitzt und die Lösung an-
schließend über Nacht im Kühlschrank belassen. Der resultierende Niederschlag wurde 
abfiltriert und über Nacht an der Luft getrocknet. Das weiße Produkt (Ausbeute 37g; 
92%) wurde ohne weitere Reinigung für den nächsten Synthese-Schritt verwendet. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.41 (1H, br. s, NH6Ad), 8.76 (1H, s, H8Ad), 8.68 
(1H, s, H2Ad), 8.56 (1H, d, NH9Ad), 8.15 (2H, d, J=8.5, H2Bz, H6Bz), 7.11 (2H, d, J=8.5, 
H3Bz, H5Bz), 3.88 (3H, s, MeBz). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 165.89 (COBz), 
162.86 (C4Bz), 160.85 (C4Ad), 151.16 (C2Ad), 145.68 (C8Ad), 145.38 (C6Ad), 130.79 (C2Bz, 
C6Bz), 124.79 (C1Bz), 115.28 (C5Ad), 113.80 (C3Bz, C5Bz), 55.56 (MeBz). MS (EI, 70eV, 
165°C): m/z (%) = 269 [M]+ (37), 241 (27), 136 (21), 135 (100), 107 (15), 92 (34), 77 
(45), 64 (14).  
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Synthese des N6-(4-Methoxybenzoyl)-9-(Methoxycarbonylmethyl)Adenins 15a und 
N6-(4-Methoxybenzoyl)-7-(Methoxycarbonylmethyl)Adenins 15b 
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C13H11N5O2
Exact Mass: 269,09
Mol. Wt.: 269,26
C16H15N5O4
Exact Mass: 341,11
Mol. Wt.: 341,32
C16H15N5O4
Exact Mass: 341,11
Mol. Wt.: 341,32
14 15a 15b
 
 
Zur Konjugation des Carbonyl-Linkers wurden N6-(4-Methoxybenzoyl)Adenin 14 
(2.69g; 10mmol) zusammen mit wasserfreien K2CO3 (1.38g; 10mmol) und wasserfreien 
CsCO3 (236mg; 1mmol) in 40ml trockenem DMF suspendiert und für 5min gerührt. Im 
Anschluss wurde tropfenweise Methylbromoacetat (1.05ml; 11mmol) hinzugegeben, 
wobei sich ein Niederschlag aus ungelöstem Carbonat bildete. Nach Rühren der Sus-
pension über Nacht wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der 
Rückstand in Ethylacetat (175ml) und Wasser (70ml) aufgenommen. Nach weiterem 
Rühren über Nacht bildete sich ein weißer Niederschlag, welcher abfiltriert wurde. Die 
wässrige Phase wurde im Schütteltrichter abgetrennt und die organische Phase einmal 
mit ges. NaCl-Lösung und zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknung über 
Na2SO4 wurde das Ethylacetat am Rotationsverdampfer entfernt. Das resultierende, 
weiß gefärbte Produkt ergab eine Ausbeute von 1.42 g (4.16mmol, 41.6%). 
300mg dieses Rohproduktes wurden mit Hilfe der Säulenchromatographie (37g SiO2, 
Elutionsmittel: CH2Cl2:i-Propanol = 92.5:7.5) gereinigt, wobei 73mg (0.21mmol, 2.1%) 
des reinen Produktes 15a entstanden. 
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15a: 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.05 (1H, br. s, NH6Ad), 8.70 (1H, s, H8Ad), 8.42 
(1H, s, H2Ad), 8.03 (2H, d, J=8.5, H2Bz, H6Bz), 7.07 (2H, d, J=8.5, H3Bz, H5Bz), 5.22 (2H, 
s, HαAc), 3.84 (3H, s, MeBz), 3.72 (3H, s, MeAc). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 
168.35 (COAc), 165.11 (COBz), 162.69 (C4Bz), 152.51 (C4Ad), 151.76 (C2Ad), 150.52 
(C6Ad), 144.91 (C8Ad), 130.67 (C2Bz, C6Bz), 125.57 (C5Ad), 124.85 (C1Bz), 113.17 (C3Bz, 
C5Bz), 55.59 (MeBz), 52.67 (Me2Ac), 44.20 (CαAc). MS (EI, 70eV, 170°C): m/z (%) = 341 
[M+] (21), 340 (15), 313 (45), 312 (35), 136 (21), 135 (100), 107 (14), 92 (30), 77 (38), 
64 (10). 
 
15b: 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 8.67 (1H, br. s, H8Ad), 8.57 (1H, s, H2Ad), 8.06 (2H, 
d, J=8.5, H2Bz, H6Bz), 7.07 (2H, d, J=8.5, H3Bz, H5Bz), 5.33 (2H, br. s, HαAc), 3.86 (3H, s, 
MeBz), 3.61 (s, 3H, Me2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 130.33 (C2Bz, C6Bz), 
168.08 (COAc), 162.50 (C4Bz), 113.46 (C3Bz, C5Bz), 55.28 (MeBz), 52.08 (MeAc), 47.69 
(CαAc). MS (EI, 70eV, 165°C): m/z (%) = 341 [M+] (24), 234 (7), 136 (21), 135 (100), 
107 (8), 92 (10), 77 (19), 44 (23). 
 
 
Synthese von N6-(4-Methoxybenzoyl)-9-(t-Butoxycarbonylmethyl)Adenins 16a und 
N6-(4-Methoxybenzoyl)-7-(t-Butoxycarbonylmethyl)Adenins 16b 
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14 16a 16b
C13H11N5O2
Exact Mass: 269,09
Mol. Wt.: 269,26
C19H21N5O4
Exact Mass: 383,16
Mol. Wt.: 383,4
C19H21N5O4
Exact Mass: 383,16
Mol. Wt.: 383,4  
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Aufgrund der geringen Ausbeute an sauberem Produkt im vorherigen Schritt wurde ein 
alternativer Carbonyl-Linker gewählt, der statt des Methylesters einen tert-Butylester 
trug. Zur Substitution dieses Linkers wurden 23.66g (88mmol) des N6-(4-
Methoxybenzoyl)Adenins 14 zusammen mit wasserfreiem K2CO3 (1.38g, 10mmol) und 
wasserfreiem CsCO3 (236mg; 1mmol) in 40ml trockenem DMF suspendiert, für 5min 
gerührt und tropfenweise mit tert-Butylbromoacetat (14.11ml, 97mmol) versetzt. Auch 
hier bildete sich ein Niederschlag aus ungelöstem Carbonat. Nach Rühren der Suspensi-
on über Nacht wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der 
Rückstand in Ethylacetat (400ml) und Wasser (200ml) aufgenommen. Nach weiterem 
Rühren über Nacht bildete sich ein weißer Niederschlag, welcher abfiltriert wurde und 
im trockenen Zustand eine Ausbeute von 18.54g (54.4%) ergab. (Laut 1H-NMR: 
16a:16b = 2:1). Das Rohprodukt konnte aus Ethylacetat (2.25L) umkristallisiert werden, 
wobei eine Ausbeute an sauberen Produkt 16a von 9.58g (28.2%) erlangt wurde (Rein-
heit: 98%). 
 
16a: 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.04 (1H, br. s, NH6Ad), 8.72 (1H, s, H8Ad), 8.43 
(1H, s, H2Ad), 8.05 (2H, d, J=8.5, H2Bz, H6Bz), 7.08 (2H, d, J=8.5, H3Bz, H5Bz), 5.10 (2H, 
s, HαAc), 3.86 (3H, s, MeBz), 1.44 (9H, s, tBu2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ 
= 166.67 (COAc), 165.98 (COBz), 162.53 (C4Bz), 152.44 (C4Ad), 151.53 (C2Ad), 150.38 
(C6Ad), 144.85 (C8Ad), 130.53 (C2Bz, C6Bz), 125.60 (C5Ad), 124.81 (C1Bz), 113.67 (C3Bz, 
C5Bz), 82.27 (CqAc), 55.45 (MeBz), 44.79 (CαAc), 27.61 (tBuAc). MS (EI, 70eV, 155°C): 
m/z (%) = 383 [M+] (11), 355 (12), 299 (16), 298 (11), 136 (10), 135 (100), 107 (8), 92 
(11), 77 (19), 57 (14), 44 (14), 41 (11). 
 
16b: 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 8.66 (1H, s, H8Ad), 8.56 (1H, s, H2Ad), 8.12 (2H, d, 
J=8.5, H2Bz, H6Bz), 7.07 (2H, d, J=8.5, H3Bz, H5Bz), 5.22 (2H, s, HαAc), 3.86 (3H, s, 
MeBz), 1.26 (9H, s, tBu2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 166.87 (COAc), 
162.65 (C4Bz), 130.74 (C2Bz, C6Bz), 113.58 (C3Bz, C5Bz), 82.13 (CqAc), 55.49 (MeBz), 
48.52 (CαAc), 27.43 (tBuAc). MS (EI, 70eV, 170°C): m/z (%) = 383 [M+] (9), 327 (5), 
269 (5), 136 (9), 135 (100), 107 (5), 92 (10), 77 (14), 57 (14), 56 (5), 41 (15). 
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Synthese des N6-(4-Methoxybenzoyl)-9-(Carboxymethyl)Adenins 17 
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C19H21N5O4
Exact Mass: 383,16
Mol. Wt.: 383,4
N
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C15H13N5O4
Exact Mass: 327,1
Mol. Wt.: 327,29  
 
Zur Spaltung des tert-Butylesters am Carbonyl-Linker wurde N6-(4-methoxybenzoyl)-
9-(t-butoxycarbonylmethyl)adenin 16a (8.74g; 22.8mmol) zusammen mit TIS (0.47ml, 
2.3mmol) in CH2Cl2 suspendiert. Die Suspension wurde auf 0°C gekühlt und tropfen-
weise über 1h mit 100ml TFA versetzt. Nach Rühren über Nacht wurden das Lösungs-
mittel und TIS an der Vakuumpumpe entfernt. Zur vollständigen Entfernung der TFA-
Reste wurde mehrmals mit CH2Cl2 koevaporiert. Es resultierte eine gelber Schaum 
(6.82g; 92%), der eine für die nächsten Schritte ausreichende Reinheit aufwies. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 8.73 (1H, s, H8Ad), 8.52 (1H, s, H2Ad), 8.06 (2H, d, 
J=9.0, H2Bz, H6Bz), 7.09 (2H, d, J=9.0, H3Bz, H5Bz), 5.13 (2H, s, HαAc), 3.87 (3H, s, 
MeBz). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 169.01 (COAc), 165.18 (COBz), 162.66 
(C4Bz), 152.40 (C4Ad), 151.58 (C2Ad), 150.15 (C6Ad), 145.00 (C8Ad), 130.64 (C2Bz, C6Bz), 
125.44 (C5Ad), 124.13 (C1Bz), 113.75 (C3Bz, C5Bz), 55.52 (MeBz), 44.38 (CαAc). MS 
(FAB-pos, NBA): m/z = 366, 328 [M+H+], 192, 155, 154, 149, 137, 136, 135, 107, 90, 
89, 78, 77, 69, 63, 57, 55, 51, 50, 43, 41. MS (EI, 70eV, 161°C): 355 (3), 327 [M+] (8), 
135 (82), 92 (11), 77 (16), 69 (61), 51 (30), 50 (13), 45 (100), 44 (92), 43 (15). 
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Zur Kopplung der Adenin-Essigsäure 17 an das Rückgrat wurden 1.64g (5mmol) dieser 
Verbindung, 2.41g (24.3mmol) TBTU und 1.15g (24.3mmol) HOBt in 60ml trockenem 
DMF suspendiert. Zwischenzeitlich wurden 3.25g (7.5mmol) des Produktes 2•HCl in 
30ml CH2Cl2 suspendiert und in einen Schütteltrichter überführt. Diese Suspension 
wurde mit ges. NaHCO3-Lösung geschüttelt, um die Base freizusetzen. Im Anschluss 
wurde die CH2Cl2-Phase über MgSO4 getrocknet. Zur Aktivierung des Kopplungsrea-
genzes wurden 1.7ml (10mmol) DIPEA in die DMF-Lösung getropft, wobei die Farbe 
nach gelb wechselte. Nach einer Aktivierungszeit von 2min wurde die CH2Cl2-Lösung 
in die DMF-Lösung filtriert und der Schütteltrichter mit 20ml CH2Cl2 gewaschen. Nach 
vierstündigem Rühren wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 
der Rückstand in CH2Cl2 aufgenommen. Diese Lösung wurde dreimal mit je 100ml 1M 
HCl, dreimal mit je 100ml ges. NaHCO3-Lösung und einmal mit ges. NaCl-Lösung 
gewaschen. Das gelbe organische Extrakt wurde dann über MgSO4 getrocknet und ein-
geengt, wobei ein braun gefärbter Schaum (10.47g) entstand. 
3.0g des Rohproduktes wurden mit Hilfe der Säulenchromatographie (SiO2, 60g, 
Ø2.5cm, Säulenvolumen: 20ml) mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. Die über 
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DC geprüften sauberen Fraktionen wurden vereinigt und eingeengt, wobei ein gelbli-
ches Produkt verblieb. Ausbeute: 2.2g; 62% 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 10.96 (1H, s, NH6Ad), 8.67 (1H, s, H8Ad), 8.62 (1H, 
s, H2Ad), 8.04 (2H, d, J=9.0, H2Bz, H6Bz), 7.87 (2H, d, H4Fmoc, H5Fmoc), 7.67 (2H, d, 
H1Fmoc, H8Fmoc), 7.49 (1H, t, NHBB), 7.40 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.31 (2H, m, H2Fmoc, 
H7Fmoc), 7.07 (2H, d, J=9.0, H3Bz, H5Bz), 5.36 (1.2H, s, HαmajAc), 5.17 (0.8H, s, HαminAc), 
4.43-4.15 (3H , br. m, H9Fmoc, H10Fmoc), 3.97 (2H , s, H14BB), 3.86 (3H, s, MeBz), 3.56 
(1.2 H, t, H12majBB); 3.35 (2H, br. m, H12minBB, H13majBB); 3.13 (0.8H, t, H13minBB), 1.51 
(3.6H, s, H17minBB), 1.44 (5.4H, s, H17majBB). 
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Zur finalen Spaltung des tert-Butylesters wurde Fmoc-A-PNA-OtBu 18 (706mg; 
1mmol) zusammen mit TIS (0.125ml), Wasser (0.125ml) und Dichlormethan (10ml) in 
einen Rundkolben suspendiert und auf 0°C gekühlt. Dann wurde TFA (4.75ml) über 
5min. hinzugetropft und die Lösung langsam auf Raumtemperatur gebracht. Nach  
6-stündigem Rühren wurde das Lösungsmittel an der Vakuumpumpe entfernt und das 
gelb gefärbte Produkt solange mit Acetonitril koevaporiert (mind. 10 Mal), bis seine 
Farbe nach weiß wechselte. Als Endprodukt wurde nach gründlicher Vakuum-
Trocknung ein weißes Pulver in quantitativer Ausbeute erhalten. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 11.14 (1H, s, NH6Ad), 8.71 (1H, s, H8Ad), 8.66 (1H, 
s, H2Ad), 8.06 (2H, d, J=9.0, H2Bz, H6Bz), 7.87 (2H, d, H4Fmoc, H5Fmoc), 7.67 (2H, d, 
H1Fmoc, H8Fmoc), 7.51(1H, t, NHBB), 7.39 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.30 (2H, m, H2Fmoc, 
H7Fmoc), 7.08 (2H, d, J=9.0, H3Bz, H5Bz), 5.40 (1.2H, s, HαmajAc), 5.23 (0.8H, s, HαminAc), 
4.37 (2H, d, H10Fmoc), 4.28 (1H, t, H9Fmoc), 4.02 (2H, s, H14BB), 3.85 (3H, s, MeBz), 3.57 
(1.2 H, t, H12majBB), 3.36 (2H, br. m, H12minBB, H13majBB), 3.14 (0.8H, t, H13minBB). 
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     1H-NMR (360MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 14 15a 15b 16a 16b 17 18 19 
MeBz 3.88 3.84 3.86 3.86 3.86 3.87 3.86 3.85 
H3Bz, H5Bz 7.11 7.07 7.07 7.08 7.07 7.09 7.07 7.08 
H2Bz, H6Bz 8.15 8.03 8.06 8.05 8.12 8.06 8.04 8.06 
NH6Ad 11.41 11.05 n.o. 11.04 n.o. n.o. 10.96 11.14 
H2Ad 8.68 8.42 8.57 8.43 8.56 8.52 8.62 8.66 
H8Ad 8.76 8.70 8.67 8.72 8.66 8.73 8.67 8.71 
NH9Ad 8.56 – – – – – – – 
Me2Ac – 3.72 3.61 – – – – – 
tBu2Ac – – – 1.44 1.26 – – – 
NHBB – – – – – – 7.49 7.51 
H4Fmoc, H5Fmoc – – – – – – 7.87 7.87 
H1Fmoc, H8Fmoc – – – – – – 7.67 7.67 
H3Fmoc, H6Fmoc – – – – – – 7.40 7.39 
H2Fmoc, H7Fmoc – – – – – – 7.31 7.30 
HαmajAc – 5.22 5.33 5.10 5.22 5.13 5.36 5.40 
HαminAc – 5.22 5.33 5.10 5.22 5.13 5.17 5.23 
H10Fmoc – – – – – – 4.43 4.37 
H9Fmoc – – – – – – 4.15 4.28 
H14BB – – – – – – 3.97 4.02 
H12majBB – – – – – – 3.56 3.57 
H12minBB – – – – – – 3.35 3.36 
H13majBB – – – – – – 3.35 3.36 
H13minBB – – – – – – 3.13 3.14 
H17minBB – – – – – – 1.51 – 
H17majBB – – – – – – 1.44 – 
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13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 14 15a 15b 16a 16b 17 
MeBz 55.56 55.59 55.28 55.45 55.49 55.52 
C1Bz 124.79 124.85 n.o. 124.81 n.o. 124.13 
C3Bz, C5Bz 113.80 113.17 113.46 113.67 113.58 113.75 
C2Bz, C6Bz 130.79 130.67 130.33 130.53 130.74 130.64 
C4Bz 162.86 162.69 162.50 162.53 162.65 162.66 
COBz 165.89 165.11 n.o. 165.98 n.o. 165.18 
C2Ad 151.16 151.76 n.o. 151.53 n.o. 151.58 
C4Ad 160.85 152.51 n.o. 152.44 n.o. 152.40 
C5Ad 115.28 125.57 n.o. 125.60 n.o. 125.44 
C6Ad 145.38 150.52 n.o. 150.38 n.o. 150.15 
C8Ad 145.68 144.91 n.o. 144.85 n.o. 145.00 
CαAc – 44.20 47.69 44.79 48.52 44.38 
COAc – 168.35 168.08 166.67 166.87 169.01 
MeAc – 52.67 52.08 – – – 
CqAc – – – 82.27 82.13 – 
tBuAc – – – 27.61 27.43 – 
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Synthese des N2,9-Diacetyl-Guanins 20 
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Exact Mass: 151,05
Mol. Wt.: 151,13
C9H9N5O3
Exact Mass: 235,07
Mol. Wt.: 235,2
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Zur Einführung der Acetyl-Schutzgruppen wurden 15.11g (100mmol) Guanin in 150ml 
trockenem DMAc suspendiert, mit 25ml Acetanhydrid versetzt und anschließend für 6-
7h bei 160°C gerührt. Es entstand ein brauner Niederschlag, der abfiltriert und mit kal-
tem Ethanol gewaschen wurde. Ausbeute: 16.1g (68.5mmol; 68.5%) 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 12.02 (1H, br. s, NH1Gu), 8.44 (1H, s, H8Gu), 2.81 
(3H, s, Me9Ac), 2.21 (3H, s, Me2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 173.74 
(CO2Ac), 168.00 (CO9Ac), 154.61 (C6Gu), 148.37 (C4Gu), 147.82 (C2Gu), 137.44 (C8Gu), 
121.45 (C5Gu), 24.64 (Me2Ac), 23.82 (Me9Ac). MS (EI, 70eV, 200°C): m/z (%) = 444 
(6.7) (?), 235 (9.9) [M]+, 193 (63.6), 151 (86.5), 109 (30.1). MS (FAB-pos, Glycerin): 
m/z = 236 [M+H]+, 194, 185, 171. 
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Exact Mass: 235,07
Mol. Wt.: 235,2
C20H16N6O3
Exact Mass: 388,13
Mol. Wt.: 388,38
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Zur Einführung der Schutzgruppe an O6 wurden 6.37g (27.5mmol) Diphenylcarba-
moylchlorid portionsweise zu einer Suspension von N2,9-Diacetyl-Guanin 20 (5.88g; 
25mmol) in 8.7ml (50mmol) DIPEA und 120ml trockenem Pyridin gegeben. Die Sus-
pension wurde 1h gerührt, anschließend mit 10ml Wasser versetzt und erneut für 10min 
gerührt. Das Lösungsmittel wurde am Vakuum entfernt und der Rückstand dreimal mit 
je 50ml Toluol koevaporiert. Anschließend wurde dieser in 300ml einer 1:1-Mischung 
aus Ethanol und Wasser aufgenommen und für 1.5h unter Rückfluss auf 100°C erhitzt. 
Danach wurde die Mischung abgekühlt, der Niederschlag filtriert und mit Ethanol ge-
waschen, wobei sich ein violett gefärbtes Produkt verblieb. Ausbeute: 8.8g (22.7mmol; 
90.6%) 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 13.53 (1H, s, NH9Gu) 10.63 (1H, s, NH2Gu), 8.45 
(1H, s, H8Gu), 7.50 (2H, d, H4Bz), 7.44 (4H, m, H2Bz, H6Bz), 7.31 (4H, m, H3Bz, H5Bz), 
2.17 (3H, s, Me2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 168.58 (CO2Ac), 153.54 
(COBz), 151.97 (C6Gu), 150.28 (C4Gu), 141.67 (C1Bz), 119.10 (C2Bz, C6Bz), 148.22 (C2Gu), 
137.51 (C8Gu), 129.40 (C3Bz, C5Bz), 121.26 (C5Gu), 118.32 (C4Bz), 24.43 (Me2Ac). MS (EI, 
70eV, 200°C): m/z (%) = 388 (0.7) [M]+, 346 (0.1) [M-CH3CO]+, 302 (0.4), 269 (1.5) 
[M-CH3CO-C6H5]+, 253 (0.3), 211 (9.6), 196 (7.5), 193 (7.7), 177 (4.3), 169 (100.0). 
MS (FAB-pos, Glycerin): m/z = 389 [M+H]+, 277, 196, 185, 171, 130. 
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Synthese des 
N2-Acetyl-O6-Diphenylcarbamoyl-9-Methoxycarbonylmethyl-Guanins 22 
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Zur Einführung der Schutzgruppe an N9 wurde N2-Acetyl-O6-Diphenyl-
carbamoylguanin 21 (6g; 15.5mmol) in 75ml DMF suspendiert, mit 5.3ml DIPEA ver-
setzt und solange erhitzt, bis sich eine klare Lösung bildete. Nach Zugabe von 2.6g 
(17mmol) Methylbromoacetat wurde die Lösung über Nacht gerührt. Anschließend 
wurde das Lösungsmittel am Vakuum entfernt und der Rückstand in 75ml Methanol 
aufgenommen. Diese Lösung wurde unter starkem Rühren in 250ml Wasser gegeben, 
wobei sich innerhalb von 30min ein Niederschlag bildete. Dieser wurde abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen und in Methanol gelöst. Das Lösungsmittel wurde am Vakuum ent-
fernt und der Rückstand mehrmals mit Ethylacetat und schließlich mit Ether gewaschen. 
Es verblieb ein schwach violettes Pulver. Ausbeute: 4.4g (9.6mmol; 61.7%) 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 10.72 (1H, s, NH2Gu), 8.44 (1H, s, H8Gu), 7.51 (2H, 
d, H4Bz), 7.45 (4H, m, H2Bz, H6Bz), 7.32 (4H, m, H3Bz, H5Bz), 5.16 (2H, s, HαAc), 3.72 
(3H, s, Me9Ac), 2.19 (3H, s, Me2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 168.83 
(CO2Ac), 167.95 (CO9Ac), 154.94 (C6Gu), 155.07 (COBz), 152.31 (C4Gu), 148.41 (C2Gu), 
141.57 (C1Bz), 138.22 (C8Gu), 129.38 (C3Bz, C5Bz), 121.78 (C5Gu), 119.37 (C2Bz, C6Bz), 
52.59 (Cα Ac), 44.28 (Me9Ac), 24.50 (Me2Ac). MS (ESI-pos): m/z = 943 [2M+Na]+, 483 
[M+Na]+, 461 [M+H]+ MS (FAB-pos, Glycerin): m/z = 461 [M+H]+, 266, 250, 224, 
207, 196, 168. 
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Zur Verseifung des Methylesters am Carbonyl-Linker wurde N2-Acetyl-O6-
Diphenylcarbamoyl-9-Methoxycarbonylmethylguanin 22 (10g, 21.7mmol) in einer Mi-
schung aus 25ml Methanol, 100ml Dioxan und 50ml Wasser suspendiert und mit 22ml 
1M NaOH versetzt. Nach Rühren für 1h wurde der pH-Wert dieser Lösung mit 1M HCl 
auf 6 justiert. Anschließend wurde das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer enfernt 
und der Rückstand in 500ml Wasser aufgenommen. Eine Senkung des pH-Wertes auf 3 
mit 1M-HCl führte zu einem gelartigen Niederschlag, der unter Mühen abfiltriert wer-
den konnte und anschließend mit eiskaltem Ether gewaschen wurde. Ausbeute: 7.7g 
(17.2mmol, 79.5%) 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 10.73 (1H, s, NH2Gu), 8.46 (1H, s, H8Gu), 7.50 (2H, 
d, H4Bz), 7.44 (4H, m, H2Bz, H6Bz), 7.31 (4H, m, H3Bz, H5Bz), 5.02 (2H, s, HαAc), 2.20 
(3H, s, Me2Ac). 13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6): δ = 169.13 (CO2Ac), 168.38 (CO9Ac), 
154.74 (COBz), 154.62 (C6Gu), 151.83 (C4Gu), 146.04 (C2Gu), 141.32 (C1Bz), 137.89 
(C8Gu), 129.07 (C3Bz, C5Bz), 120.99 (C5Gu), 119.59 (C2Bz, C6Bz), 119.10 (C4Bz), 54.58 
(CαAc), 24.17 (Me2Ac). MS (FAB-pos, Glycerin): m/z = 539 [M+Glycerin]+, 509, 469 
[M+Na]+, 447 [M+H]+, 405, 274 [M+Na-(C6H5)2NCO]+, 268, 252, 210, 196, 168. 
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Synthese des Guanin-Backbones 24 
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Zur Kopplung der Guanin-Essigsäure 17 an das Rückgrat wurden 3.57g (8mmol) dieser 
Verbindung, 5.14g (24.3mmol) TBTU und 2.45g (24.3mmol) HOBt in 80ml trockenem 
DMF suspendiert. Zwischenzeitlich wurden 3.46g (8mmol) 2•HCl in 80ml CH2Cl2 sus-
pendiert und in einen Schütteltrichter überführt. Diese Suspension wurde mit ges. NaH-
CO3-Lösung geschüttelt, um die Base freizusetzen. Im Anschluss wurde die CH2Cl2-
Phase über MgSO4 getrocknet. Zur Aktivierung des Kopplungsreagenzes wurden 2.8ml 
(16mmol) DIPEA in die DMF-Lösung getropft, wobei die Farbe nach gelb wechselte. 
Nach einer Aktivierungszeit von 2min wurde die CH2Cl2-Lösung in die DMF-Lösung 
filtriert und der Schütteltrichter mit 20ml CH2Cl2 gewaschen. Nach 2-stündigem Rühren 
wurde das Lösungsmittel am Vakuum entfernt und der braun gefärbte Rückstand abfilt-
riert. Durch dreimaliges Waschen mit Ethylacetat verschwand die Färbung  und das 
entstehende weiße Produkt wurde aus 3L Ethanol umkristallisiert. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 10.62 (1H, s, NH2Gu), 8.31 (1H, s, H8Gu), 7.86 (2H, 
d, H4Fmoc, H5Fmoc), 7.65 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.43 (1H, t, NHBB), 7.38 (2H, m, H3Fmoc, 
H6Fmoc), 7.31 (2H, m, H2Fmoc, H7Fmoc), 7.28 (4H, d, H3Bz, H5Bz), 7.45 (4H, d, H2Bz, H6Bz), 
7.52 (1H, s, H4Bz), 5.25 (1.2H, s, HαmajAc), 5.08 (0.8H, s, HαminAc), 4.34 (2H, d, H10Fmoc), 
4.20 (1H, t, H9Fmoc), 3.95 (2H, s, H14BB), 3.50 (1.2 H, t, H12majBB), 3.10 (0.8H, t, 
H13minBB), 2.18 (3H, s, Me2Ac). 13C-NMR (90.56MHz): δ = 169.02 (CO2Ac), 168.49 
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(CO9Ac), 166.82 (C15BB), 156.30 (C11Fmoc), 155.11 (C6Gu),154.91 (COBz), 150.08 (C4Gu), 
146.14 (C2Gu), 143.77 (C8aFmoc, C9aFmoc), 141.55 (C1Bz), 140.66 (C4aFmoc, C4bFmoc), 138.14 
(C8Gu), 129.34 (C3Bz, C5Bz), 127.52 (C1Fmoc, C8Fmoc), 126.93 (C4Fmoc, C5Fmoc), 124.93 
(C2Fmoc, C7Fmoc), 121.31 (C5Gu), 120.03 (C3Fmoc, C6Fmoc), 119.96 (C2Bz, C6Bz), 119.29 
(C4Bz), 80.96 (C16BB), 65.34 (C10Fmoc), 54.98 (CαAc), 48.44 (C14BB), 47.12 (C13BB), 46.63 
(C9Fmoc), 38.02 (C12BB), 27.58 (C17BB), 24.49 (Me2Ac). MS (ESI-pos): m/z = 847 
[M+Na]+, 825 [M+H]+. MS (FAB-pos, NBA): m/z = 825 [M+H]+. 
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Synthese der Guanin-Monomere 25a und 25b 
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Mol. Wt.: 768,77
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Exact Mass: 573,2
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Zur finalen Spaltung des tert-Butyl-Esters wurden 2g (2.4mmol) Guanin-Backbone 24 
in 30ml CH2Cl2 suspendiert und mit 1,3-Dimethoxybenzol (0.4ml, 2.9mmol) und TFA 
(22.6ml, 292mmol) versetzt. Anschließend wurde die Mischung für 8h gerührt und 
wurde dabei klar. Alle flüchtigen Bestandteile wurden an der Vakuumpumpe entfernt, 
der Rückstand mehrmals mit Acetonitril koevaporiert und im Anschluss mit Ethylacetat 
gewaschen. Das Endprodukt wurde nach Umkristallisation aus Ethanol erhalten. 
 
1H-NMR (360MHz, DMSO-d6): δ = 7.97 (1H, s, H8Gu), 7.87 (2H, d, H4Fmoc, H5Fmoc), 
7.66 (2H, d, H1Fmoc, H8Fmoc), 7.47 (1H, t, NHBB), 7.40 (2H, m, H3Fmoc, H6Fmoc), 7.35 (2H, 
m, H2Fmoc, H7Fmoc), 7.22 (4H, d, H3Bz, H5Bz), 7.07 (4H, d, H2Bz, H6Bz), 6.81 (1H, s, H4Bz), 
6.49 (NH2Gu), 5.14 (1.2H, s, HαmajAc), 4.98 (0.8H, s, HαminAc), 4.38 (2H, d, H10Fmoc), 
4.28 (1H, t, H9Fmoc), 4.02 (2H, s, H14BB), 3.50 (1.2 H, t, H12majBB), 3.34 (2H, br. m, 
H12minBB, H13majBB), 3.13 (0.8H, t, H13minBB), 2.15 (3H, s, Me2Ac). MS (FAB-pos, Glyc-
erin): m/z = 636 [M(25a)-Fmoc], 574 [M(25b)+H]+. MALDI-TOF (CCA, DMSO): m/z 
= 573.9 
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1H-NMR (360MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 20 21 22 23 24 25a 
H4Bz – 7.50 7.51 7.50 7.52 6.81 
H3Bz, H5Bz – 7.31 7.32 7.31 7.28 7.07 
H2Bz, H6Bz – 7.44 7.45 7.44 7.45 7.22 
NH1Gu 12.02 – – – – – 
NH2Gu n.a. 10.63 10.72 10.73 10.62 6.49 
H8Gu 8.44 8.45 8.44 8.46 8.31 7.97 
NH9Gu – 13.53 – – – – 
Me2Ac 2.21 2.17 2.19 2.20 2.18 2.15 
Me9Ac 2.81 – – – – – 
Me9Ac – – 3.72 – – – 
NHBB – – – – 7.43 7.47 
H4Fmoc, H5Fmoc – – – – 7.86 7.87 
H1Fmoc, H8Fmoc – – – – 7.65 7.66 
H3Fmoc, H6Fmoc – – – – 7.38 7.40 
H2Fmoc, H7Fmoc – – – – 7.31 7.35 
HαmajAc – – 5.16 5.02 5.25 5.14 
HαminAc – – 5.16 5.02 5.08 4.98 
H10Fmoc – – – – 4.34 4.38 
H9Fmoc – – – – 4.20 4.28 
H14BB – – – – 3.95 4.02 
H12majBB – – – – 3.50 3.50 
H12minBB – – – – n.a. 3.34 
H13majBB – – – – n.a. 3.34 
H13minBB – – – – 3.10 3.13 
H17minBB – – – – 1.48 – 
H17majBB – – – – 1.36 – 
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13C-NMR (90.56MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) 20 21 22 23 24 
C1Bz – 141.67 141.57 141.32 141.55 
C3Bz, C5Bz – 129.40 129.38 129.07 129.34 
C2Bz, C6Bz – 119.10 119.37 119.59 119.96 
C4Bz – 118.32 118.43 119.10 119.29 
COBz – 153.54 155.07 154.74 154.91 
C2Gu 147.82 148.22 148.41 146.04 146.14 
C4Gu 148.37 150.28 152.31 151.83 150.08 
C5Gu 121.45 121.26 121.78 120.99 121.31 
C6Gu 154.61 151.97 154.94 154.62 155.11 
C8Gu 137.44 137.51 138.22 137.89 138.14 
CαAc – – 52.59 54.58 54.98 
CO2Ac 173.74 168.58 168.83 169.13 169.02 
Me2Ac 24.64 24.43 24.50 24.17 24.49 
CO9Ac 168.00 – 167.95 168.38 168.49 
Me9Ac 23.82 – – – – 
Me9Ac – – 44.28 – – 
C1Fmoc, C8Fmoc – – – – 127.52 
C2Fmoc, C7Fmoc – – – – 124.93 
C3Fmoc, C6Fmoc – – – – 120.03 
C4Fmoc, C5Fmoc – – – – 126.93 
C4aFmoc, C4bFmoc – – – – 140.66 
C8aFmoc, C9aFmoc – – – – 143.77 
C9Fmoc – – – – 46.63 
C10Fmoc – – – – 65.34 
C11Fmoc – – – – 156.30 
C12BB – – – – 38.02 
C13BB – – – – 47.12 
C14BB – – – – 48.44 
C15BB – – – – 166.82 
C16BB – – – – 80.96 
C17BB – – – – 27.58 
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8.3 Synthese der PNA-Oligomere 
Die ersten Versuche zur PNA-Festphasensynthese wurden in einem Peptid-Synthesizer 
durchgeführt. Dieser musste jedoch aufgrund der schlechten Löslichkeit des Cytosin-
Monomers sowie Problemen mit undichten Zuläufen ständig überwacht werden, wes-
halb auf eine andere Synthese-Prozedur zurückgegriffen wurde. Bei dieser wurde als 
Reaktionsgefäß eine Einmal-Spritze mit einer integrierten Fritte (sog. Batch-Reaktor) 
verwendet, wobei die Reaktionen und die Wasch-Schritte auf einem mechanischen 
Schüttler durchgeführt wurden. 
 
 
 
Vor Beginn der Synthese wurde das Polymer-Harz (22.5µmol, 125g bei einer Beladung 
von 0.18mmol/g) eingewogen, in den Batch-Reaktor überführt und 5x mit DMF gewa-
schen. Danach wurde es zum Aufquellen für eine Stunde in DMF geschüttelt. 
Zur Synthese wurden drei unterschiedliche Lösungen benötigt: 
• Lösung zum Entschützen der Fmoc-Schutzgruppe: 20% Piperidin in DMF  
(Mischung 1) 
• Lösung zum Aktivieren der Carboxylgruppe des Monomers: 0.3M Lutidin & 
0.2M DIPEA in DMF (Mischung 2) 
• Capping-Lösung: 5% Acetanhydrid & 6% DIPEA in DMF (Mischung 3) 
Alle Lösungen wurden vor Beginn der Synthese frisch hergestellt. 
 
Die Synthese setzte sich aus folgenden Schritten zusammen: 
 
1) Entschützen der Fmoc-Schutzgruppe: Das Polymer-Harz wurde für 2x3min 
in der oben genanten Mischung geschüttelt und anschließend 5x mit DMF, 
5x mit CH2Cl2 und wiederum 5x mit DMF gewaschen. 
 
2) Kopplung des Monomers: 4.5 Äquivalente HATU wurden in 0.6ml (für Cy-
tosin 1.8ml) der oben genannten Mischung 2 gelöst, mit 5 Äquivalenten des 
jeweiligen Monomers (112.5µmol) versetzt und für 2min geschüttelt. Auf-
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grund der schlechten Löslichkeit des Cytosins, musste dieses länger geschüt-
telt werde, um eine klare Lösung zu erhalten. Die Lösung wurde anschlie-
ßend in den Batch-Reaktor aufgezogen und die Gefäße mit 0.2ml Mischung 
2 gespült. Zur Kopplung wurde für 1h geschüttelt und das Harz anschließend 
5x mit DMF gespült. 
 
3) Capping: Die freien Aminogruppen wurden mit Mischung 3 für 3min acety-
liert und das Harz anschließend 5x mit DMF gewaschen. 
 
Für die weitere Kopplung von Monomeren wurden Schritte 1-4 wiederholt. 
Nach dem letzen Kopplungsschritt wurde die offene Amino-Gruppe entweder acetyliert 
oder mit einem Metallkomplex konjugiert (siehe dazu nächsten Abschnitt). 
 
4) Entschützen der letzten Fmoc-Schutzgruppe: Das letzte Basen-Monomer 
wurde mit Mischung 1 entschützt und das Harz anschließend 5x mit DMF, 
5x mit CH2Cl2 und wiederum 5x mit DMF gewaschen. 
 
5) Acetylierung: Die freien Aminogruppen wurden unter Verwendung von Mi-
schung 3 für 2x3min acetyliert und das Harz anschließend 5x mit DMF ge-
waschen. 
 
6) Shrinking: Um das Harz auf seine ursprüngliche Größe zu bringen wurde es 
5x mit Methanol gewaschen und anschließend in selbigem für 30min ge-
schüttelt. Danach wurde das Harz in einen Rundkolben überführt und darin 
am Vakuum gründlich getrocknet. 
 
7) Spaltung des Oligomers vom Polymer-Harz: Das trockene Harz wurde mit 
einer 10ml Mischung aus 95% TFA, 2.5% TIS und 2.5% Wasser versetzt 
und für 3h geschüttelt. Im Anschluß wurde es durch die Fritte des Batch-
Reaktors gefiltert und der Rundkolben mit 2-3ml der oben genannten Mi-
schung gespült. Die vereinigten Filtrate wurden am Hochvakuum zur Tro-
ckene eingeengt und der Rückstand in eiskaltem Ether aufgenommen. Es 
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bildete sich ein körniger Niederschlag, welcher durch Zentrifugation vom 
Ether abgetrennt wurde. Zur Entfernung von TFA-Rückständen wurde dieser 
Vorgang 3-4x wiederholt. Anschließend wurde das Produkt an der Luft ge-
trocknet. 
 
8) Reinigung: Alle Oligomere wurden mit einer semi-präparativen RP-18-Säule 
gereinigt. Dazu wurde das Rohprodukt in 4ml einer Mischung aus Wasser 
und 0.1% TFA gelöst und filtriert. Diese so erhaltene Lösung des Rohpro-
duktes wurde in 2 Portionen gereinigt. Zur Trennung wurde folgender Gra-
dient aus Acetonitril und Wasser (beide mit Zusatz von 0.1% TFA) verwen-
det: 
 
 
Zur Überprüfung der Reinheit mittels analytischer HPLC wurde folgender 
Gradient verwendet. 
 
 
 
RT %MeCN 
0 5 
12 15 
32 40 
50 80 
60 5 
RT %MeCN 
0 5 
25 80 
35 5 
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9) Charakterisierung: Alle Proben wurden in einer Mischung aus Wasser und 
0.1% TFA gelöst und mit MALDI-TOF untersucht. Es wurden sowohl 
Spektren des Rohproduktes als auch der gereinigten Fraktionen angefertigt. 
 
 
8.3.1 Oligomere mit basenlabilen Schutzgruppen 
 
Das Entschützen der Fmoc-Schutzgruppen, die Aktivierung und Kopplung der einzel-
nen Monomere sowie die Acetylierung am Ende jedes Cyclus lief in derselben Weise 
ab, wie in Abschnitt 8.3 beschrieben. Als feste Phase wurde ein TentaGel S HMB-
Lys(ivDde)Fmoc-Harz der Firma Rapp verwendet (11µmol; 50mg; Belegung 
0.22mmol/g). Die Monomere wurden in 5-fachem Überschuss eingesetzt (55 µmol). 
Zur Spaltung der Oligomere von der festen Phase wurde eine Lösung von 5% Hydrazin 
in DMF verwendet. 5ml davon wurden in den Batch-Reaktor aufgezogen und das Harz 
darin für 1h geschüttelt. Anschließend wurde das gelöste Produkt durch die Fritte filt-
riert und das Filtrat am Hochvakuum eingeengt. Die Aufarbeitung des Produktes erfolg-
te wie in Abschnitt 8.3 beschrieben. 
 
8.3.2 Oligomere mit säurelabilen Schutzgruppen 
 
Der generelle Synthese-Ablauf wurde in Abschnitt 8.3 dargestellt. Die Metallocen-
Carbonsäuren wurden in 5-fachem Überschuss eingesetzt und unter Verwendung von 
HATU und HOBt (4.5Äq.) für 3h gekoppelt. Zur Spaltung des Oligomers wurden, ab-
hängig von der Art des Konjugates zwei verschiedene Mischungen verwendet: 
• 95% TFA + 2.5% TIS + 2.5% H2O für Cc+-PNA und Acetyl-PNA 
• 85% TFA + 5% TIS + 10% Phenol für Fc-PNA 
Die Aufarbeitung und Reinigung erfolgte wie in Abschnitt 8.3 beschrieben. Im Folgen-
den soll auf die Unterschiede in der Synthese von nicht-modifizierten (AS = Lys) und 
thiol-modifizierten PNA-Oligomeren eingegangen werden. 
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8.3.2.1 Oligomere mit C-terminalem Lysin 
 
Für diese Oligomere (P1, P2, P4, P7) wurde ein TentaGel R-RAM-Lys(Boc)Foc-Harz 
verwendet (125mg, 22.5µmol; Belegung 0.18mmol/g). 
 
8.3.2.2 Oligomere mit C-terminalem Cystein 
 
Für diese Oligomere (P3, P5, P6) wurde ein TentaGel R-PHB-Cys(Trt)Foc-Harz ver-
wendet (125mg, 22.5µmol; Belegung 0.18mmol/g). Die interne Kopplung des  
Aminohexansäure-Linkers (ε -Ahx-Fmoc) in P3, P5 sowie des zusätzlichen Lysin-
Monomers (Lys(Boc)Fmoc) in P3 erfolgte äquivalent jener für die PNA-Monomere 
(5Äq., 40min Kopplungszeit), jedoch wurden statt HATU TBTU und HOBt als Aktivie-
rungsreagenzien eingesetzt (4.5 Äq.). 
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8.4 Herstellung und Beladung von Gold-Mikroelektroden 
 
8.4.1 Generelle Techniken und verwendete Materialien 
 
8.4.1.1 Herstellung 
Zur Herstellung der Gold-Mikroelektroden wurde ein Goldfaden (Ø 50µm; Alfa Aesar, 
Karlsruhe, Deutschland) zur Hälfte in eine Glaskapillare (Ø 1mm; Mettler Toledo, 
Giessen, Deutschland) eingeführt. Von der anderen Seite wurde ein in Silberpaste (Alfa 
Aesar) getauchter Kupferdraht (Stabilit, Ø 0.6mm) eingeschoben, sodass es zum Kon-
takt zwischen Silberpaste und Goldfaden kam. Die Kapillare wurde um den Goldfaden 
herum eingeschmolzen und die Silberpaste vorsichtig zum Aushärten erwärmt. 
Glaskapillare
GoldfadenSilberpasteKupferdraht  
Abb. 8.1: Schematische Darstellung der Gold-Mikroelektrode 
 
 
Abb. 8.2: Mikroskopische Aufnahme einer Gold-Mikroelektrode 
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8.4.1.2 Polieren und Säubern 
Zunächst wurden Mikrovliestücher (Buehler, Illinois, USA) mit drei unterschiedlichen 
Al2O3-Poliersuspensionen (Körnchengröße 0.05, 0.1 und 0.3µm; Buehler) und Millipo-
re®-Wasser (1:1-Mischung) getränkt. 
Die Goldoberfläche der Elektrode wurde, angefangen mit der größten Körnchengröße 
mindestens für 10min. pro Suspension poliert und danach gründlich mit Millipore®-
Wasser gespült. Anschließend wurde die Funktionstüchtigkeit in einer wässrigen Mi-
schung aus K3[Fe(CN)6] und K4[Fe(CN)6] (1:1; 0.1M) unter Zusatz von 0.1M  
NaClO4 als Leitsalz geprüft. 
Zur weiteren Reinigung wurde die Elektrode in 0.1N H2SO4 getaucht und solange der 
Cyclovoltammetrie (ν = 100mVs-1) unterzogen, bis stabile anodische und kathodische 
Peaks des Goldes beobachtet wurden. Nach vollständiger Oxidation des Goldes mit der 
Linear-Sweep Voltammerie (LSV) wurden die Elektroden unter Luftausschluss gela-
gert.  
 
8.4.1.3 Bestimmung der tatsächlichen Elektroden-Oberfläche (Roughness-Faktor) 
 
Zur Bestimmung der Oberfläche wurde die so genannte Kupfer-UPD (under potential 
deposition) herangezogen. Die Elektroden wurden dabei in eine wässrige Lösung aus 
1mM Cu(ClO4)2·6H2O und 0.1M HClO4 eingetaucht. Mittels Chronoamperometrie 
wurden über einen Zeitraum von 30s und einen Potentialbereich von 500-0mV Kupfer-
Ionen auf der Oberfläche abgelagert, die im nächsten Schritt mittels LSV (Potentialbe-
reich 150-500mV; ν = 100mVs-1) wieder entfernt wurden. Die Menge an abgefallenen 
Kupfer-Ionen und damit die Größe der Goldoberfläche wurde über Integration des ano-
dischen LSV-Peaks erhalten. 
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8.4.2 Präparation des „self-assembled monolayer“ (SAM) 
 
Vor der jeweiligen Beladung der Elektroden-Oberfläche wurde diese zunächst in Etha-
nol (99%) reduziert und unter Argon getrocknet. Die Lösung der zu immobilisierenden 
Moleküle (30µl) wurde in ein PCR-Gefäß (Eppendorff) gefüllt und die Spitze der Elekt-
rode darin eingetaucht (Abb. 8.3). Diese Konstruktion wurde mit Parafilm umwickelt 
und in den Kühlschrank gestellt (5d). 
 
PCR-Gefäß
Parafilm
 
Abb. 8.3: Verpackung der Gold-Mikroelektroden zur Immobilisierung von Molekülen 
 
8.4.2.1 Immobilisierung des Hybrids aus thiol-modifizierter DNA mit PNA 
 
Vor der Immobilisierung wurde eine äquimolare Mischung (0.1mM) aus PNA (P2, P4) 
und DNA (D1’) hergestellt, kurz auf 70°C gebracht, langsam abgekühlt und in ein PCR-
Gefäß überführt (30µl). Die Elektroden wurden wie oben beschrieben eingetaucht und 
über 5 Tage bei 4°C gelagert. 
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8.4.2.2 Immobilisierung des Hybrids aus thiol-modifizierter PNA mit DNA 
 
Vor der Immobilisierung wurde eine äquivalente Mischung (0.1mM) aus PNA (P3, P5) 
und DNA (D3, D7, und D8) hergestellt, kurz auf 70°C gebracht, langsam abgekühlt und 
in ein PCR-Gefäß überführt (30µl). Die Elektroden wurden wie oben beschrieben einge-
taucht und über 5 Tage bei 4°C gelagert. 
 
8.4.2.3 Immobilisierung von thiol-modifizierten PNA-Einzelsträngen 
 
Hierzu wurden die Elektroden in der oben beschriebenen Weise in eine Lösung der ent-
sprechenden Metall-PNA-Einzelstränge (P3, P5; 1mM, 30µl) eingetaucht und für 5 Ta-
ge im Kühlschrank belassen. Zur Hybridisierung wurden diese Elektroden in eine Lö-
sung der entsprechenden DNA-Oligomere (D3, D7, D7; 1mM, 30µl) eingetaucht und 
für 6h bei 4°C gelagert.  
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Appendix 
Sequenzen – Überblick 
 
 
PNA-Oligomere 
 
Name Sequenz Mkalkuliert Mgemessen 
P1 Ac-accctgttat-Lys 2848.2 2849.5 
P2 Fc-accctgttat-Lys 3017.8 3018.7 
P3 Fc-accctgttat-Lys-Ahx-Cys 3234.3 3235.2 
P4 Cc+-accctgttat-Lys 3020.2 3020.5 
P5 Cc+-accctgttat-Ahx-Cys 3108.2 3109.1 
P6 Cc+-accctgttat-Cys 2995.1 2995.1 
P7 Cc+-tatattaccc-Lys 3005.2 3004.7 
 
 
DNA-Oligomere (IBA) 
 
Name Sequenz ε-Werte Konz. (µmol/ml)
D1 3’-TAATGGGACAATAGGGAT-5’ 222.70 0.094 
D1’ 3’-TAATGGGACAATAGGGAT-(CH2)6-SH-5’ 222.70 0.091 
D2         3’-TGGGACAATA-5’ 122.84 1.127 
D3 3’-TAATGGGACAATA-5’ 162.22 0.094 
D4 3’-TTTATATAATGGGACAAT-5’ 222.74 0.071 
D5 3’-TAATGGGCCAATAGGGAT-5’ 215.00 0.105 
D6 3’-TAATGGGACAATCGGGAT-5’ 215.00 0.079 
D7 3’-TAATGGGCCAATA-5’ 154.48 0.080 
D8 3’-TAACGGGACAATA-5’ 161.12 0.128 
 
 
 
 
